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I. Introduction. 

After Lewitsky’s work (1931) on the morphology of rye chromosomes 
in root tips, most investigators working on the cytology of Secale cereale 
have concentrated on other problems than the structure and morphology 
of the chromosomes of this species. They have investigated mainly: 
chromosome pairing in intergeneric and interspecific hybrids (KaTrER- 
MANN 1935, 1937, Kostorr 1937a, b and c), chiasma frequency (Dar- 
LINGTON 1933a, MaTHEeR and Lamm 1935, Lamm 1936), meiotic disturb- 
ances (LAMM 1936, PRAKKEN 1943), heat effects on meiosis (CAMARA 
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1939), chromosome aberrations (Minrzine and PraxKen 1941), ab- 
normal behaviour of chromosome ends during meiosis (KATTERMANN 
1939, PRAKKEN and Minrzine 1942, OstzRGREN and PRaKKEn 1946), 
the presence of B chromosomes (reviews in Mintzine 1943a and 1949), 
etc. Only a few investigators such as Parnax (1940) and Levan (1942) 
have again studied the morphology of the chromosomes of rye, but they 
have restricted themselves only to a study in root tips. 
Three main reasons may be found for this direction of research. 
(1) The chromosomes of rye have all median or submedian kinetochores, 
and some pairs are particularly similar to one another which makes the 
identification of the different chromosomes in root tips very difficult. 
At metaphase I of meiosis the same reason makes it almost impossible 
to identify with certainty any particular bivalent. (2) In rye at pachy- 
tene, one does not find the same situation as in maize. The chromosomes 
of Secale cereale are much longer than those of maize but the volume 
of the nucleus and of the cell is not proportionately bigger. Aiter 
squashing a pachytene cell in maize the chromosomes lie free, leaving 
much space around and between them (cf. Ruoapzxs 1950, Fig. 3). This, 
unfortunately, is not the case in the pachytene of rye. Here, the chromo- 
somes occupy a volume almost equal to that of the nucleus and the cell. 
As a result, after common squashing the chromosomes, being very long, 
and not having room to spread out, cannot easily fall apart and stay 
intertwined like a ball of threads. In addition, as the nucleus is too small 
for these long chromosomes, they are already so entangled with one 
another inside the nucleus that they cannot easily fall apart when the 
pressure is applied. (3) Much less genetic work has been carried out 
in rye than in maize. As a result there has been less demand for a study 
of the fine structure of the rye chromosomes. A review of the few genetic 
studies carried out with rye can be found in the paper of Szars 1948. 


Even though the low chromosome number (2n = 14) and the large size of the 
chromosomes make rye very suitable for root tip chromcsome counts and meiotic 
analysis of different kinds of deviations from the normal behaviour of the chromo- 
somes; the similarity of the different chromosomes, the difficulty inherent to the 
study of the meiotic prophase, and the absence of extensive genetic work on this 
species, seem to have been the main reasons for the present state of our cyto- 
logical knowledge of this cereal. 

In the USA. and the South of Europe rye is not a cereal of primary impor- 
tance, but in the North of Europe it occupies a place of first importance among 
the cultivated plants. In Finland winter rye is the main bread crop (PESOLA 
1948). In Sweden, where it is being replaced by wheat (LaunG 1948), it has been 
the primary bread cereal until 1927 when the amount of wheat harvested has ex- 
ceeded that of rye (official statistical data). 

This prominence of rye among the bread cereals of the Northern countries 
has stimulated in Sweden an active genetic research on this species directly or 
indirectly connected with the breeding work. In this connection may be cited 
HeErRrBERT-Nitsson’s and Minrzine’s work with inbred lines (HERIBERT-NILSSON 
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1919, 1937 and Minrzine 1943b), Miwrzine’s work on Triticale and tetraploid 
rye (Mtnrzine 1948a and 1951), Lunp@vist’s work on self-sterility and inbreeding 
effect in tetraploid rye (LUNDQviIsT 1947) and ELLERSTROM’s work on rye trisomics 
(ELLERSTROM, unpublished). Parallel to the genetic work, the cytological in- 
vestigation of rye has developed in Sweden as already mentioned; the line mostly 
worked in this field of research has been the study of B chromosomes mostly at 
metaphase I and anaphase I of meiosis and at mitosis (see review in Miinrzine 
1949). 

As the B chromosome types of rye are in general smaller than the A chromo- 
somes, it could be expected that it should be easier to study the B chromosomes 
at pachytene than the A chromosomes; such a study having in view the analysis 
of the structure of the B’s at this meiotic stage. A structural analysis of different 
B chromosome types has been reported by Lima-pDE-Farra (1948 and 1949a) and 
by Minrzrme and Lima-pe-Faria (1949). At the beginning it was assumed that 
it would be only possible +o analyse the B’s at pachytene owing to their small 
size, but later it became also possible to study the whole normal chromosome 
complement of rye at pachytene (Lima-DE-Far1a 1950c). 


The present report is based on a detailed chromomere analysis of 
the seven A chromosomes and the standard fragment (a type of B 
chromosome), including the study of the number, size, and disposition 
of the chromomeres of each chromosome. The chromomeric structure 
of kinetochores, knob formations, and of the other different regions of 
the arms is investigated in great detail, both in the A chromosomes 
and the standard fragment. 


This detailed chromomere analysis furnished the following main 
results: (1) the average distance in micra between the centres of two 
consecutive chromomeres decreases with increasing size of the chromo- 
meres (2) chromomere pairs having chromomeres of unequal size or 
having one of the chromomere partners absent are found in all chromo- 
somes (3) ‘hairy’? chromomeres are more frequent in the positively 
heteropyenotic regions than in the other regions of the chromosome 
(4) the number of chromomeres involved in a structural rearrangement 
was found to vary from cell to cell (5) the size of a chromomere is appar- 
ently determined, in part, by its position within the chromosome (6) 
heteropycnosis appears as a phenomenon determined not only by the 
genetic constitution and nuclear environment of a certain chromosome 
region but also by the position of this same region within the chromo- 
some body (7) there is no essential difference, at the microscopic level, 
between the structural organization of euchromatic and heterochromatic 
regions of these chromosomes (8) the pattern of the pachytene chromo- 
somes of rye appears to be primarily dependent on the kinetochore 
activity (9) the “standard fragment” shows a slight degree of hetero- 
pycnosis when compared with the A chromosomes (10) the B chromo- 
some type has a pattern differing from that of the chromosomes of the 
normal complement. 
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II. Material and methods. 
The rye material used in this investigation is the F, of a cross made by Prof. 
A. Minrzine in 1947 between the homogeneous inbred line I. rye-82 and plant 
256-1 of the variety Vasa II. The fixations made were of the plants mentioned 
.in Table 1. These three plants possess, besides their normal chromosome comple - 
ment,-two B chromosomes of the standard type derived from the mother plant 
of the variety Vasa IT. 


Table 1. Plant number, preparations, and analysed chromosomes referred to in this 
paper. (Hach preparation was made from a single anther.) 














Refe- | vear Plant | Prepara- Cannone Total 
nemce Ne, No. | tions TT 7) a |u| iv] v | vt|vinis.t. 

ol 1948 | 235-1 d 2 1 3 5 1 5 3 5 25 
2 — — e 1 1 4 4 
2 — — f 1 1 2 3 3 2 12 
4 — |o352] j 1 i 
5 —- — n 1 1 
eS ae q jl ]fi 11. 3 
7 — — rT 3 1 4 
8 — {235-4 b 1 3 3 
9 — — e 1 1 
BO iY oy j 1 1. 
Total — 3 10 5 7 6 7 6 8 4 12 55 






































From Table 1 it can be seen that this work was carried out with a small 
number of preparations made from a few plants. The writer made some hundreds 
of fixations and preparations of rye pachytene belonging to different varieties, 
during the years 1948, 1949 and 1950 but, of all these fixations and preparations 
only those included in Table 1 had chromosomes with a very distinct chromo- 
meric structure. Although the same technique has been used during these three 
years, all other preparations had pachytene figures of more or less inferior quality. 

In some fixations the structure of the chromosomes and the intertwining 
of the pachytene threads was nearly as good, but never so good, as in the plants 
belonging to the cross mentioned above. This observation agrees with RANDOLPH’s 
results in maize. In Zea mays the quality of the pachytene varies with the inbred 
line studied; there are lines with good pachytene figures and lines with bad 
pachytene figures (RANDOLPH 1948). Moreover, in my own experience, weak 
plants of rye or badly developed ones at the time of meiosis never gave good 
. pachytene preparations. There is also a difference between the quality of pachy- 
tene preparations obtained from the Swedish varieties Vasa II and Ostgéta Grarag. 
In the last three years the pachytene figures of Vasa II were found to be better 
than those of Ostgéta Grarag. 

The fixation of meiosis in rye plants is generally made in the South of Sweden 
between the 15th and the 30th of May. At this time of the year the last leaf of 
the plant begins to emerge or is one or two centimetres separated from the pre- 
ceding leaf. 

The details of the fixation, staining, and squashing of the rye material for 
pachytene studies have been previously reported (Lima-DE-Far1a 1948). The 
technique consists in the main of the usual iron-aceto-carmine method supple- 
mented by the introduction of the following three main details: 
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4 (1) Instead of fixing the anthers separately, the entire spike is fixed after 
: cutting the awns as close to the anthers as possible. As there is a particular 
sequence of meiotic stages throughout the whole spike and the three anthers of 
each flower are normally at the same meiotic stage (Lima-DE-Far1a 1950b), this 













Figs. 2—5. Camera lucida drawings of chromosome I at pachytene. — Figs. 2—5 are 
made from preparations 1, 2, 3 and 6 respectively (Table 1). 


permits a rapid identification of the most desirable meiotic stage and of the desired 
degree of contraction of the pachytene threads. By this method it is also possible 
to have at ones disposal three anthers that are normally at the same meiotic stage. 
Once a preparation is made with one of the anthers, one can judge from the 
degree of staining and pressure obtained in this preparation whether it is desirable 
to change these two factors in the next two preparations that can be made with 
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the other two anthers. In this way it is possible to improve the quality of these 
two new preparations. By separate fixation of the anthers this important ad- 
vantage is lost as one cannot find out which are the sister anthers. 

(2) 'The introduction of the wide-field binocular microscope for the dissection 
of the anthers revealed itself to be indispensable if one wants to extract the 
P.M.C.’s from the anthers in the two following ways: (a) completely free from 
any other kind of cells (tapetum and anther wall cells) and (b) in their natural 
association with each other constituting what may be called “sleeves”. If other 
cells than pollen mother cells are also present under the cover slip the pressure 
will be made mostly on these thick cell clusters and not on the P.M.C.’s alone, 
resulting in a deficient pressing of the latter. Also, if the P.M.C.’s are not separated 
from each other but in the form of ‘‘sleeves”’, it will be much easier to handle them 
and to make the pressure on the right place. 

(3) The pressure is effected with a steel needle curved at its point in U-shape. 
This permits the application of a strong pressure on a very limited space. The 
details of this operation have been described before (Lima-DE-Faria 1948). 


The pressure is a rather important detail owing to the fact that the volume of 
the nucleus and of the cell is too small for the long chromosomes. If one wants 
to have the chromosomes separated from each other it is necessary in many cases 
to break the cell. For this reason it is very difficult to find cells in which it is 
possible to analyse the whole chromosome complement. What happens in most 
cases is that no chromosome can be followed throughout its full length in the ball 
of threads. When the cells are well pressed, some chromosomes come out of the 
chromosome bulk unbroken and these can then be analysed. It has been mostly 
from the analysis of such itidividual chromosomes that the whole work has been 
made. The isolated chromosomes were drawn separately and later grouped 
according to their similar structure. 

This method alone showed itself to be insufficient. The complete analysis 
of the whole chromosome complement could not be obtained by the sole analysis 
of these isolated chromosomes for two reasons. When due to the pressure a 
chromosome is pressed out of the chromosome bulk it sometimes breaks. Owing 
to this possibility it is difficult in some cases to know whether the chromosome is 
complete or not. In cases where the chromosome possesses a knob formation at 
each chromosome end this difficulty is removed. But when it lacks a knob forma- 
tion at one of the ends it can only be ascertained that the chromosome is not 
broken after careful inspection of the cell, and by comparison with other chromo- 
somes that show similar structure. This first difficulty is increased by the fact 
that some chromosomes of the rye genome are particularly similar to each other. 
As will be seen later chromosomes III and VI are rather similar to chromosomes IV 
and VII respectively. It is just these four chromosomes which lack a knob forma- 
tion at the end of one arm. 

These two difficulties were only overcome when cells were found in which 
nearly all the chromosomes could be analysed in full detail within a single cell, 
or where the whole chromosome complement could be identified in a single cell 
that did not show signs of having been damaged. Such cells are very rare. The 
writer could only find two of the former kind and two of the latter kind. The 
camera lucida drawings of the seven A chromosomes and the standard fragment 
belonging to a single cell are found in Figs. 3744. The study of these two types 
of cells completed by more than one hundred drawings of isolated chromosomes 
permitted the final analysis of the whole chromosome complement of rye at pachy- 
tene (Fig. 1 on Plate I — following p. 68). 
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The observations were made with a Cooke research microscope using an oil 
fluorite objective 45x for general inspection of the cells and an oil fluorite objec - 
tive 95x for study of the chromosomes. For drawing, an eyepiece 15x Kellner 
was used. All the work was performed with preparations made permanent by 
McCurnTock’s technique (McCiintock 1929). 

The chromosome drawings were made in the following way. 

(1) Owing to the pressure used on the cell when niaking the preparations, the 
chromosomes lie in most cases practically in a single plane. For this reason a 
camera lucida drawing of the chromosome 
permits an accurate measurement of the 
chromosome length. Only such chromosomes 
which were lying practically in a single plane 
were used for camera lucida drawings. With 
the help of a camera lucida a first drawing of 
the chromosome was made. This operation 
consisted in the drawing of the contour of 
the chromosome and in the marking of as many 
points of reference as possible in the chromo- 
some body. Large chromomeres, faintly stained 
fibrillae, etc., were used as points of reference. 

(2) After removal of the camera lucida the 
whole structure of the chromosome was drawn 
by filling in the chromosome body with the 
chromomeres, drawn one by one, and con- 
trolling if the position and number of these 
chromomeres agreed with the demarcations 
drawn with the help of the camera lucida. 
This operation was made by constant inspection 
of the chromosome through the microscope. 

(3) Leaving the microscope aside, the 
drawing was filled with India ink, after which 
the pencil drawing was erased. 

(4) Again looking at the chromosome 
through the microscope, a last check of the 
whole structure was made, chromomere by ; 
chromomere, by alternatively compairing oh = arty me te doer 
chromosome and drawing and making the x 2160. 
necessary corrections. 

In the cases where photomicrographs of certain chromosomes were made these 
served as an incidental control of the drawings (cf. Lima-DE-FaRia 1949a, Figs. 4 
to 7 and compare the photomicrographs of this paper with the respective chromo- 
some drawings). 





III. Definitions. 
Since in this work a series of terms are used that express some of the 
cytological concepts about which not all authors are in full agreement, 
it seems desirable, for the sake of clarity, to state the exact meaning 
attributed to these terms in the present paper. 
Concepts such as chromomere and heterochromatin have become at 
present difficult to define accurately in their structural and genetic 
Ib 
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meanings. This difficulty is due to contradictory points of view re- 
sulting from lack of knowledge of the submicroscopic structure and 
genetic behaviour of these structural differentiations of the chromosome. 

As the observations reported in this paper are made at the micro- 
scopic level the terms employed in this paper will be only used in their 
morphological sense—they will only express what one sees at the 


microscope. For this reason these terms have no direct bearing on the 


submicroscopic structure or genetic behaviour of the structural differen- 
tiations comprised by these and other similar concepts. 


Chromomeres.—This term is used to describe “constant, morphologically dif- 
ferentiated segments of the chromonema seen in the living cell as well as in 
fixed and stained preparations” (KAUFMANN 1948, p. 78). NEBEL also describes 
chromomeres as “constantly reproduceable staining bodies or areas of chromo- 
nemata in certain stages and in certain organisms” (NEBEL 1939, p. 597). These 
two definitions are simply descriptive and do not imply the adoption of any partic- 


ular interpretation concerning the internal structure of chromomeres, or the 


association of the concept of chromomere with the gene concept (BELLING 1928a 
and others). The interrelationships of these two concepts are discussed, for 
instance, in NEBEL’s paper on chromosome structure (NEBEL 1939), and a treat- 
ment of the problem of the internal structure of chromomeres has recently been 
taken up by Ris (1945). 

Fibrillae—This term is used to describe the apparently non-chromomeric 
segments of the chromonema. Like the term chromomere the term fibrilla is used 
in a strictly descriptive sense. The analysis of the pachytene chromosomes of 
rye shows that in this material it is impossible to distinguish between very small 
chromomeres—which are near the limit of resolution of the microscope—and 
what is considered the non-differentiated chromonema. A continuous transition 
exists between what can be called almost unstained fibrillae, slightly stained 
fibrillae, strongly stained fibrillae and very small chromomeres. It is impossible 
to establish a structural delimitation between chromomeres and fibrillae. There 
exists only a physical delimitation imposed by the resolving power of the micro- 
scope. It is only in this sense that the term fibrilla is used. 

Heteropycnosis.—When referring to the different regions of the pachytene 
chromosomes, the term heteropycnosis is used according to WuHITE (1945, p. 26) 
as meaning differential thickening of a chromosome or chromosome region. A 
reservation must, however, be made concerning the use of this term. According 
to Wuire this differential thickening of a certain chromosome or chromosome 
region is established by comparison with the rest of the chromosome set, but in 
the pachytene chromosomes of rye the situation is partially different from meta- 
phase of mitosis and other stages to which Wuire’s definition applies. The chromo- 
somes of rye show at pachytene a type of structure which is common to all the 
chromosomes of the normal complement, and the differential thickening is not 
exhibited between different chromosomes of the set, or between a certain region 
of a chromosome and the rest of the chromosome set, but every chromosome exhibits 
a differential thickening that is of the same type in all the chromosomes of the set. 
Every chromosome of the nornial complement is thick on both sides of the kineto- 
chore and becomes thin towards the ends finishing abruptly, in most cases, in a 
knob formation. Between the thin distal region of each arm and the region adja- 
cent to the kinetochore there is normally a region of medium thickness (see chromo- 
some maps). These regions of medium thickness found in most arms are considered 
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in the present study to be euchromatic whilst the regions of the chromosomes 
which are thicker or thinner than these last regions are described respectively 
as positively and negatively heteropycnotic. As the expressions positive and 
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Figs. 7—10. Camera lucida drawings of chromosome II at pachytene. — Figs. 7 and 8 
are made from preparations 2 and 6 respectively, Figs. 9 and 10 are made from 
preparation 7 (Table 1). 


negative heteropycnosis have a pure morphological sense, and as at the same time 
the body of pachytene rye chromosomes, including the kinetochore, is composed 
of fibrillae and chromomeres throughout its whole length, these expressions are 
applied to the various chromosome regions that exhibit these phenomena 








10 A. Lima-DE-F RIA: 


irrespective of the function performed by these regions. Thus, although the kineto- 
chore is a region functionally different from the rest of the chromosome body, 
it possesses the same chromomeric structure as the chromosome arms, and hence 
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Figs. 11—14. Camera lucida drawings of chromosome III at pachytene. — Figs. 11 and 12 
are made from preparation 1, Figs. 13 and 14 are made from preparations 3 and 7 
respectively (Table 1). 


the same terminology applies to it. OsTERGREN (1950) has applied the expression 
negative heteropycnosis to the kinetochore during metaphase of mitosis. 

Knob formations.—In pachytene chromosomes of rye, large chromomeres 
appear now and then throughout the whole chromosome body, sometimes in the 
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form of a single isolated pair, sometimes associated with chromomeres of medium 
size, and in other cases associated with other large chromomeres. When several 
pairs of the largest chromomeres form a continuous seriation, this results in a 
positive heteropycnotic region called here “knob formation”. These knob forma- 
tions correspond to the densely stained bodies—found in the pachytene chromo- 
somes of maize—called “knobs” by maize cytologists. In maize these regions 
have not been described, as far as I know, as being the result of associations of 
large chromomeres; most probably only because the fine chromomeric structure 
_of maize chromosomes is more difficult to analyse at pachytene than that of rye 
chromosomes, and also because of the type of fixation used by maize cytologists 
(Lima-pDE-Faria 1950a). For this reason the expression “knob formation” has 
been preferred to “knob”, when describing these seriations of the largest chromo- 
meres present in rye chromosomes (see also sections VI, 1, and XI, 4, of this 
paper). The “‘nucleolar-organizing body” of maize (McCLinTock 1934) has also 
a corresponding formation in rye in the form of a seriation of two pairs of large 
chromomeres. Consequently the same terminology—‘“knob formation”—applies 
in this case. 

Kinetochores.—A previous analysis of the chromosomes of rye at pachytene 
(Lima-pE-Faria 1949a) revealed that the kinetochore of these chromosomes had 
a chromomeric structure. This finding had several implications that demanded 
a redefinition of the term kinetochore. This term (Lima-pE-Far1a 1949b) is used 
to mean the specialized region of the chromosome where the property of active 
mobility on the spindle is manifested irrespective of the number or extension of 
these regions in the chromosome body and of other properties that may be asso- 
ciated with the region of active mobility. The expression Iccalized kinetochore 
—equivalent to centromere—is used when a single region is present in the chromo- 
some body which manifests the property of active mobility in conjunction with 
the property of a special cycle of division (Lim4-DE-Far1a 1949b). The expressions 
diffuse and multiple kinetochores were also redefined by Lima-DE-Faria (1949b). 
It may be mentioned, in this connection, that the use of such an expression as 
“diffuse centromere” is obviously inconsequent owing to the contradictory meaning 
of the terms that constitute this expression. Professor F. ScHRaDER has kindly 
called my attention to the adjective “kinetochoric”, which I will use from now 
on, instead of the adjective ,,centromeric“’ used by me in previous papers (Lima- 
DE-Faria 1949b and 1950a). 


IV. The construction of the chromosome maps. 


As the analysis of the chromosome complement progressed, it was realized 
that the seven chromosome pairs possessed a particular type of structural organi- 
zation that made it possible to divide each chromosome according to certain 
natural regions. 

The pachytene chromosomes of rye Debinging to the normal complement 
(A chromosomes) are thicker.on both sides of the kinetochore and become thinner 
towards the ends finishing abruptly, in most cases, in a knob formation or in a 
particular seriation of chromomeres. This fact permits a division of each chromo- 
some of the normal complement into seven regions (see chromosome maps): (1) 4 
thin terminal region of the left arm including a knob formation, (2) a region of 
medium thickness (chromosome V is an apparerit exception to this rule, see below), 
(3) a thick region close to the kinetochore, (4) the kinetochore, (5) a thick region 
on the other side of the kinetochore, (6) again a region of medium thickness and 
(7) again a thin terminal region that may end in a knob formation, in a particular 
seriation of chromomeres or only in small chromomeres. In this way each of the 
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seven chromosome pairs of the normal chromosome complement is divided into 
seven regions called divisions. This makes a total of 49 divisions for the whole 
normal chromosome complement. 
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Figs. 15—19. Camera lucida drawings of chromosome IV at pachytene. — Figs. 15—-17 
are made from preparation 1, Figs. 18 and 19 are made from preparations 8 and 9 
respectively (Table 1). 


The standard fragment, a type of B chromosome previously described at 
pachytene (Lima-pDE-Farra 1948, Minrzine and Lima-pE-Faria 1949), was also 
analysed in the same way for the sake of comparison with the A chromosomes. 
Owing to the different size of the arms and the particular alternation of thick and 
thin regions, the standard fragment was divided into five divisions corresponding 
also to natural regions which are, however, of another character than those of 
. the A chromosomes (see chromosome map). The left arm, owing to, its size, consti- 
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tutes by itself a natural region. The same is true of the kinetochore. The long 
arm (right arm) is thick close to the kinetochore and on an average continues to 
be so without becoming of medium thickness as in the A chromosomes. This 
thick region is divided into two divisions that have as a natural landmark between 
them a particular arrangement of chromomeres. The third division of the long 
arm is composed of two thin regions separated by a knob formation. 

The 49 divisions of the A complement plus the five of the standard fragment 
make a total of 54 divisions for the eight chromosome maps. Each of these 54 divi- 
sions was subsequently divided into three subdivisions marked by the letters 
A, B, and C. The landmarks of these subdivisions were established by making use 
of natural marks found in the chromosomes constituted by particular seriations 
of fibrillae and chromomeres that occupy a constant position in the chromosome 
body. These landmarks are sometimes difficult to find owing to the different 
distension or contraction to which a certain part of the chromosome has been 
subjected during the making of the preparation. Yet an inspection of the arrang- 
ement of the chromosome in the cell furnishes information concerning the degree 
of distension or contraction of any particular segment of the chromosome, and 
helps in the identification of these landmarks. . 

At the same time a counting of the chromomere number of each chromosome 
was undertaken and a card was made for each chromosome where the following 
features were registered for each subdivision: (1) chromomere number, (2) size 
of the chromomeres (determined by means of an arbitrary scale) and (3) position 
of almost unstained or slightly stained fibrillae. 

A map of each chromosome type was drawn by assembling in a row all the 
cards and drawings of this chromosome type and by subsequent comparison of 
all the cards subdivision by subdivision. After comparison of the different cards 
the highest chromomere number found for each subdivision was chosen. The 
drawing of the chromomeres and fibrillae of a segment that would represent the 
average of all segments of a certain subdivision is undesirable because such a 
representation would only increase the number of experimental errors already 
existing in a work of this nature. For this reason the best is to choose the segment 
that is most representative, and the most representative one is. the segment that 
shows the highest structural differentiation inside the average distension cf the chromo- 
somes. Such a segment is the one that—in a chromosome normally distended— 
shows the largest number of chromomeres. When the map was made only chromo- 
somes that showed an average degree of distension were chosen; chromosomes 
too distended or too contracted were rejected. The same criterion was followed 
by Brings (1935) when making salivary gland chromosome maps of Drosophila. 

The segment that possessed the largest number of chromomeres was subse- 
quently measured with the help of a map measurer and its length, in millimetres, 
marked on the paper that was later to become the chromosome map. This space 
was then filled with chromomeres of the same dimensions as those noted on the 
cards, and the position of the unstained or slightly stained fibrillae was marked. 
The same operation was made for the next subdivision and so on. The seven 
A chromosomes plus the standard fragment were all drawn in this way. 


All the chromosome maps were drawn partially in a schematic way owing to 
technical requirements of the printing process and also in order to stress special 
structural features which would otherwise have been difficult to represent cor- 
rectly. For these reasons, the two chromomeres of each pair were drawn slightly 
separated from each other in order to avoid their merging into a single one after 
a possible size reduction of the figure. It is also easier to get in this way the 
correct representation of knob formations and other chromomere seriations. 
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Table 2. Reference number of the chromosomes used for chromomere counts, length 
of the respective preparations from 
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As a result of drawing the two chromosomes slightly separated from one another, 
the whole chromosome pair was represented thicker than in the camera lucida 
drawings, and consequently the knob formations — where the chromomeres 
are very large — are particularly large as compared to the corresponding ones in the 
camera lucida drawings. The degree of schematization of the chromosome maps 
is, however, rather slight as can be seen from a comparison of the chromosome 
maps with the camera lucida drawings of the respective chromosomes. A similar 
problem was faced by Bridges when he was drawing the salivary gland chromo- 
somes of Drosophila (BripcEs 1935). 

As can be easily understood from the way in which the chromosome maps 
were constructed, the length of the chromosomes in the maps is not necessarily 
the average length of the same chromosomes. In the maps the chromosomes 
are represented with lengthes slightly different from their average length values, 
the average length of all chromosomes being found in Tables 4 and 5. 

The number and origin of the chromosomes used in the construction of the 
maps are found in Table 2. A more extensive material would have been desirable, 
but the limits of the amount of material were only imposed by the technical 
difficulties reported above. 


VY. The chromosome complement. 


The numbers given to the chromosomes of rye were given according to the 
resemblances that these chromosomes offer between themselves, and not accord- 
ing to their length as in maize. The chromosomes were grouped according to 
their different features (see chromosome maps and chromosome figures). Chromo- 
somes I and IT both possess one knob formation at the end of each arm, chromo- 
somes III and IV have a knob formation at the end of the left arm and a partic- 
ular seriation of chromomeres at the end of the right arm. Chromosome V is 
the nucleolar chromosome. Chromosomes VI and VII have a knob formation 
at the end of the short arm, and the long arm ends in a seriation of very small 
chromomeres. 

The shortest arm was chosen as the left arm of all A chromosomes, except in 
the case of chromosome IV where the left arm is slightly longer than the right 
arm (Table 5). 

The chromomere counts were made subdivision by subdivision. Such a way 
of counting is very accurate because it puts in evidence variations in chromomere 
number due to contraction or distension of certain regions of the chromosome. 
The number and origin of the chromosomes used for chromomere counts is found 
in Table 2. 

BELLING’s counts of chromomeres in pachytene chromosomes of Lilium were 
made in another way. He measured first the length of coils of a whole pachytene 
cell of LZ. pardalinum and afterwards counted only the chromomeres of a given 
segment of a chromosome where the chromomeres were readily distinguishable 


(Bettie 1928a). 
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measurements and the construction of the chromosome maps, and the reference number 
which they have been drawn. 
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In Table 3 the data on chromomere number are not given for each subdivision 
but are instead presented for the natural regions of the chromosome: knob forma- 
tions, thin distal regions, median regions, thick proximal regions, kinetochores 
and any other negatively heteropycnotic regions. This was made with a view to 
making the data more easily readable and to perform a statistical treatment of 
the material. Various statistical methods were used but owing to the low number 
of chromosomes studied no safe conclusions could be drawn, and for this reason 
the statistical treatment was abandoned. The same is the case in Table 4 where 
the data on the length of the different chromosome regions is to be found. 

The measurements of the chromosomes were made directly on the camera 
lucida drawings with the help of a map measurer. As pointed out above, camera 
lucida drawings were only made of chromosomes that were lying practically in 
a single plane. 

The number of cells and preparations employed in these measurements is not 
large (Table 2), this being due to the difficulties inherent in the material as 
pointed out above. The absolute length valves of the chromosomes are not of 
particular importance owing to the successive chromosome contraction that takes 
place during pachytene. The relative values are of more importance, and informa- 
tion about such values can best be obtained in material of similar origin as in the 
case of the data here presented. 

The general characteristics of the A chromosomes of rye are the 
following, viz. 

(1) Each chromosome pair of rye, at pachytene, is a structural unity. 
Kinetochores and knob formations, respectively, are not “gaps” and 
“swellings” of the chromosome body, but are also regions constituted 
by chromomeres and fibrillae morphologically identical with those found 
in other regions of the chromosome arms (see sections VI 1, VI 2 and 
X{ 9). A whole chromosome pair is at the microscopic level a double 
string composed of chromomeres and fibrillae. The size of these chro- 
momeres and the staining ability of these fibrillae varies along the chro- 
mosome. From this variation results a differentiation of the chromo- 
some body into natural regions: kinetochores, knob formations, etc. At 
the microscopic level it is also not possible to draw a structural delimi- 
tation between what can be called a strongly stained fibrilla and a 
very small chromomere (sections IIT and VI, 2). 

(2) Chromomeres vary much in size throughout the chromosome 
body, yet their distribution is not an irregular one but takes place accord- 
ing to a general pattern. Fibrillae also vary in staining ability and 
their distribution also seems to follow that of the chromomeres. The 
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Table 3. Chromomere number of different regions in the seven A chromosomes and the 
standard fragment. 

. L.A., left arm; R. A., right arm; T. C., total chromosome. Divisions 4, 11, 18, 
25, 32, 39, 46 and 51 correspond to the kinetochores. For the correspondence of 


the other divisions and subdivisions see the chromosome maps. 








sa a Chromomere number Total n 7 
1A 4 4 4 4 16 4 4.0 
1BC 10 9 8 9 36 4 9.0 
2 a BOOM 68 4 17.0 
3 16.242:: Be 716 57 4 14.2 
L.A. 46 42 44 45 177 4 44,2 
I 4 2 2 2 2 8 4 2.0 
J 5 CU Be ie PR | aC 74 4 18.5 
6 71. 2 ae. ee 90 4 22.5 
7AB 10. 20. 30. oy 42 4 10.5 
7C 3 4 4 4 15 4 3.7 
R.A. 53 53 57 58 221 4 55.2 
T.C. 101 97 103 105 406 4 101.5 
8A 4 4 3 3 3 4 21 6 3.5 
8BC Figc 7 8 8 7 8 45 6 7.5 
9 20°20 10°22 33 “20 124 6 20.6 
10 14° 4 6) oh 3 2 82 6 13.6 
L.A. 45 45 45 47 46 44 272 6 45.3 
Ir : ll 2 2 2 2 2 1 1l 6 1.8 
12 Ye Bee een Yes) ee | 130 6 21.6 
13 TRS be GR | aR) i 117 6 19.5 
14AB .. @¢ 20.28. 12 oe 65 6 10.8 
14C 2 2 > 4 2 3 3 14 6 2.3 
R.A. 55 655 6852 51 598 5&4 326 6 54.3 
iva: BG, 102 102 99 100 107 99 609 6 101.5 
15A 3 3 3 3 3 15 5 3.0 
15 BC a 8 8 8 7 38 5 7.6 
16 4° (BE 0 91 5 18.2 
17 12 10 13 14 #14 63 5 12.6 
L.A. 36 35 45 47 44 207 5 41.4 
mi J 18 2 2 2 0 1 7 5 1.4 
19 Is i “a a 62 5 12.4 
20 27 22 #16 #19 #19 103 5 20.6 
21AB ll 15 9. nt. Hi 57 5 11.4 
21C 2 4 4 2 3 1l 5 2S 
R.A. 53 50 38 45 47 233 5 46.6 
T.C. 91 87 85 92 92 447 5 89.4 
22A 2 2 S 28 2 2 13 6 2.1 
22BC 7 7 9 9 7 7 46 6 7.6 
23 22> oe 48 (ae 22 2 128 6 21.3 
24 TY "a2 9 14 14 #18 73 6 12.1 
L.A. 42 43 38 48 45 44 260 6 43.3 
IV 25 2 1 0 il 2 0 6 6 1.0 
26 144 15 15 16 14 «16 90 6 15.0 
27 16° ST ae 6 4G 97 6 16.1 
28 AB 9 9 6 12 9 9 54 6 9.0 
28C 3 2 3 2 3 3 16 6 2.6 
R.A 42 43 41 45 42 44 257 6 42.8 
T.C. 86 87 79 94 89 88 523 6 $7.1 
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Table 3. (Continuation.) 
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eee Chromomere number Total n Mean 
( 290A 3 43 3 17 5 3.4 
29BC 9 912 8 48 5 9.6 

30A 2 272 2 10 5 2.0 

30 BC 6 6 8 7 35 5 7.0 

31 10 11 910 50 5 10.0 

L.A. 30 32 34 30 160 5 32.0 

vi 32 2 252 2 10 5 2.0 
33 ll 18 15 15 7 5 14.8 

34 21 22 23 20 113 5 22.6 
35AB | 9 10 9 9 47 5 9.4 

35C 4 43 3 17 5 3.4 

R.A 45 54 50 47 251 5 50.2 

ie TG. 77 88 86 79 421 5 84.2 
36A 3 4 3 12 4 3.0 

36 BC 5 5 5 20 4 5.0 

37 9 8 8 33 4 8.2 

38 13 10 11 46 4 11.5 
L.A. 30 27 27 lll 4 27.7 

VI { 39 2 2 0 6 4 1.5 
40 13 14 13 53 4 13.2 

41 22 23 24 91 4 22.7 

42 17 17 17 66 4 16.5 

R.A 52 54 54 210 4 52.5 

T.C. 84 83 81 327 4 81.7 
43A 4 3 10 3 3.3 

43 BC 5 5 15 3 5.0 

44 8 8 24 3 8.0 

45 ll ll 34 3 11.3 
L.A. 28 27 83 3 27.6 

VII) 46 0 2 3 3 1.0 
47 14 15 44 3 14.6 

48 38 40 119 3 39.6. 

49 18 17 51 3 17.0 

R.A 70 72 214 3 71.3 

| T.C. 98 101 300 3 100.0 
50 8 “Ro 6:7 & BTS Ors F 82 ll 7.4 

51 S$ Ri Olt 2 G0 3 is 3 ll 1l 1.0 

52 12 11 1011 14 13 11 12 13 11 10 128 1l 11.6 
53A 6 5 5 5 666 5 5 5 6 60 1l 5.4 

53B I -@erl i2. S kell rsx I 16 ll 1.4 

s. f 53C 8 6 6477668 7 7 72 1l 6.5 
54A gS #2. *h ea Gk oe ike S 15 1l 1.3 

54B S 2. °3 +5 2 28 SS 7S 2 Se 25 11 2.2 

54C S$ ‘2,72 ifn 2.6 et Oe = 34 1l 3.0 

R.A 35 29 28 28 34 34 31 32 36 32 31 350 1l 31.8 

i 2. 45 36 34 36 44 41 38 42 46 42 39 443 11 40.2 














chromomeres are particularly large on both sides of the kinetochore in 
all A chromosomes (see chromosome maps). There is a general decrease 
in chromomere size towards the ends of the arms where an abrupt 
increase in chromomere size takes place in most cases (knob formations). 
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Table 4. Length of different regions in the seven A chromosomes and the standard 


L. A., left arm; R. A., right arm; T. C., total chromosome. For the corre- 
spondence of the different divisions and subdivisions with the chromosome body 
see the chromosome maps. Each unit corresponds to 0.42 micra. 




















ag Length in units Total n a 
{ 1A 4 5 5 5 19 4 4.7 
1BC = (20 ae SF 82 4 20.5 

3 3 3 3 144 4 36.0 

3 7 Be Se @ 107 4 26.7 

L.A. 8 85 91 91 352 4 88.0 

13 4 9 10 8 5 32 4 8.0 
5 32 45 45 39 161 4 40.2 

6 46 48 50 55 199 4 49.7 

7AB 2 ie me 102 4 25 5 

7C 4 4 5 5 18 4 4.5 

R.A: 107 123 126 124 480 4 120.0 

T.C. 201 218 225 220 864 4 216.0 

8A 5 5 3 5 4 4 26 6 4.3 

8BC 15 19 19 16 #15 19 103 6 17.1 

9 42 41 44 45 54 44 270 6 45.0 

10 93 42 3 HO USCC 167 6 27.8 

L.A. 91 89 99 96 101 90 566 6 94.3 

U ll 8 5 7 7 7 7 41 6 6.8 
) 12 41 42 44 40 41 465 253 6 42.1 
13 40 30 44 41 44 37 236 6 39.3 

14AB a a FF Bm 2 146 6 24.3 

14C 2 3 3 3 4 4 19 6 3.1 

R.A. 105 101 1:2 113 117 106 654 6 109.0 

T.C. 204 195 218 216 225 203 1261 6 210.1 

15A 3 4 3 3 3 16 5 3.2 

15BC i7 «6366 CF AT. - ee 6 85 5 17.0 

16 28 29 42 40 44 183 5 36.6 

17 3 21 2 ma 2 119 5 23.8 

L.A. 71 70 86 92 84 403 5 80.6 

ur 18 1l 7 8 7 5 38 5 7.6 
19 30 21 26 25 26 128 5 25.6 

20 Hi @ tt: 2 - a 250 5 50.0 
21AB 7 42 22 2s 138 5 27.6 

21C 5 5 5 4 4 23 5 4.6 

R.A. 139 130 89 89 92 539 5 107.8 

. ee 221 207 #183 188 181 980 5 196.0 

[ oe 2 3 $ 4 4 3 19 6 3.1 
22BC iS 42 32F. 2 Se: As 111 6 18.5 

23 54 45 46 44 51 44 284 6 47.3 

24 2: (26. 22 oe 30. 21 151 6 25.1 

L.A 93 88 90 91 Ill 92 565 6 94.1 

IV or 8 5 6 9 6 6 40 6 6.6 
26 3 2 Ss! 3! 2D 22 173 6 28.8 

27 36 C30 3 3B 28 37 31 194 6 32.3 

28 AB S6: .d02y ie aa... 24 125 6 20.8 

28C 5 5 5 4 4 6 29 6 4.8 

R.A. 93 83 81 85 91 88 521 6 86.8 
aie. 194 176 177 185 208 186 1126 6 187.6 
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rape Length in units Total] n | Mean 
29A os. &£ 4 2 ie 17 5 3.4 
29BC 20 21 17 22 18 98 5 | 19.6 

30A 4. 3:13 «3: 2 14 5 2.8 
30BC | 17 16 15 15 14 7171 5 | 15.4 

31 21 17 16 16 17 87 | 5 | 17.4 
L.A. 65 61 55 58 54 293 5 | 58.6 

Vi 32 56 8 7 4 6 30 5 6.0 
33 28 29 36 29 26 148 5 | 29.6 

34 44 51 42 48 42 227 5 | 45.4 
35AB | 23 25 2 19 16 107 | 5 | 21.4 

35C & 4. 8 ft 24 5 4.8 
R.A. | 100 109 107 101 89 506 | 5 | 101.2 

T.C. 170 178 169 163 149 829 5 | 165.8 

{ 36A 44 656 4 i7 4 4.2 
36 BC ll 1] 12 11 45 4 11.2 

37 19 15 18 15 67 | 41 16.7 

38 32 25 18 20 95 | 4 | 23.7 
L.A. 66 55 53 50 224 41 56.0 

VI < 39 7 8 10 9 34 4 8.5 
40 24 26 31 26 107 4! 26.7 

41 54 49 48 48 199 4 | 49.7 

42 36 34 53 36 159 4 | 39.7 
R.A. | 114 109 132 110 465 | 4 | 116.2 

T.C. 187 172 195 169 723 4 | 180.7 

43 A 5 56 6&6 1E 3 5.0 

43 BC 10 12 Ili 33 3 11.0 

44 15 17 16 48 | 3] 16.0 

45 19 20 21 60 3 | 20.0 
L.A. 49 54 53 156 3 | 52.0 

vir 2 46 9 6 °9 21/1 3{ 7.0 
47 31 23 30 84} 3 | 28.0 

48 73. 85 76 234 | 3 | 78.0 

49 31 34 34 99 3 | 33.0 
R.A. 135 142 140 417 3 | 139.0 

| T.C. 193 201 200 594 3 | 198.0 

f 50 14 #13 13 #15 #171615 16 1713 15] 164 | il 14.9 

51 5-6-5 —— Fin Goh Fs 6 19-791 1B? 

52 26 23 21 23 272722 29 26 23 22| 269 | 11 | 24.4 
53A 12 9 9 11 121312 11 1313 12{ 127 | 11 11.5 

53B 5 6 4 8 664 6 44 4] BBII1L] 5.0 

s.f. 2 53C 14 10 11 10 121312 12 161413] 137 | 11 12.4 
54A 445 6 674 7 74 8] SBI 11] 5.0 
54B 5. 6: £..@ 6.3 4. 4° '3 2 45 | ll 4.0 
54C 6 «¢ 4 5 3 5 5 7 $10 8 66 | 11 6.0 
R.A: | 72 62 57 66 69 7463 76 78 72 66| 755 | 11 | 68.6 
eevee 91 81 75 88 94 96 85 101 102 92 88} 993 | 11 90.2 


This gradient of chromomere size originates on both sides of the kine- 
tochore with chromomeres of large size and finishes in chromomeres of 
very small size at the chromosome ends or just before the knob formations 
when these exist (see also section XI, 1). 
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(3) This decrease in size of the chromomeres is not uniform. The 
general decrease in size is interrupted at rather regular intervals by chro- 
momeres of larger size than the adjacent ones. These chromomeres of 
larger size are generally two consecutive pairs and have between them 
a fibrilla pair particularly weakly stained . This type of natural landmark 
permitted the establishment of most of the subdivisions. 

(4) The kinetochore is composed of fibrillae and chromomeres in 
all the seven chromosomes of the A complement (divisions 4, 11, 18, 
25, 32, 39 and 46, see chromosome maps, Tables 3 and 5 and section 
VI, 2). The knob formations can also be seen to be composed of fibrillae 
and chromomeres in all the seven chromosomes (see Table 3, chromo- 
some maps, especially Figs. 45 and 49 and section VI, 1). 

(5) All knob formations of the A chromosomes are terminal except 
the one present in the nucleolar organizing region (subdivision 30 A). 
The chromosomes may end in a seriation of chromomeres smaller than 
those present at the kinetochore (subdivisions 42 C and 49C) or in 
seriations of alternating large and small chromomeres (21 C and 28 () 
or finally in short or long seriations of large chromomeres (small, medium 
size and large knob formations). 

(6) The total number of knob formations of the A complement is 11. 
These knob formations occupy a constant position and have a prac- 
tically constant size; their shape varies inside certain limits (see chromo- 
some figures and Table 4). 


Table 5. Survey of numerical data of the seven A chromosomes and the standard 


fragment (see tables 3 and 4). 
L. A., left arm; K., kinetochore; R. A., right arm. 
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Total length in micra of the seven A chromosomes plus the standard 


eeoae oo ~ eee Average length in micra | Average. Ratio of a 
1romo- in micra ta host be 
some Total Total en arm Res ol * 

L.A K. | R.A. gy) L.A.| K. |R.A. pone tebt tend (length) bees rer 
I |44.3; 2.0 |55.3| 101.5 [37.0] 3.4 [50.4] 99.7 0.8 1.4:1.0 1.1:1.0 
II [45.3] 1.8 |54.3| 101.5 [39.6] 2.9 |45.8| 88.3 0.7 1.2:1.0 1.1:1.0 
TIL [43.4] 1.4 |46.6| 89.4 [33.9] 3.2 |45.3/ 82.3 0.7 1.3:1.0 1.1:1.0 
IV |43.3| 1.0 |42.8| 87.2 |39.6] 2.8 |36.5| 78.8 0.7 1.1:1.0 1.1:1.0 
V_ {32.0} 2.0 |50.2| 84.2 [24.6] 2.5 |42.5| 69.6 0.9 1.7:1.0 1.2:1.0 
VI |27.8| 1.5 |52.5| 81.8 |23.5] 3.6 |48.8] 75.9 0.8 2.1:1.0 1.1:1.0 
VIL |27.7| 1.0 |71.3| 100.0 [21.8] 2.9 |58.4| 83.2 0.8 2.7:1.0 1.2:1.0 
s. f. 7.5| 1.0 |31.8| 40.3 | 6.3] 2.8 |28.8| 37.9 0.9 4.6:1.0 1.1:1.0 
Total chromomere number of the seven A chromosomes. ...... 645.6 
Total length in micra of the seven A chromosomes. ........ 568.8 
Total chromomere number of the seven A chromosomes plus the standard 
WE 6 ti 5 5 Pe ge pe akg gk gk MR a Tee 685.9 
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(7) Chromosomes III and IV resemble each other to such an extent 
that sometimes it is difficult to distinguish between them, specially when 
the arms are not well distended. The same is partly true for chromo- 
somes VI and VII, which also resemble each other, but in this case the 
arm ratio and other features make it possible to distinguish them more 
easily from each other. 

(8) The total chromomere number of the seven A chromosomes plus 
the standard fragment was found to be 686. These chromosomes were 
found to have all together a length of 606.7 micra (0.6 millimetres) and 
the average diameter of the median region of the right arm of all the 
seven A chromosomes plus the standard fragment was found to be 
0.8 micra at the pachytene stage analysed in the present study (Table 5). 

(9) There is a very good agreement between the chromomere number 
and length of the different A chromosomes and the standard fragment 
as shown by the values obtained for the ratio of chromomere number 
to chromosome length (Table 5) and also by the values of the average 
distance between the centres of two consecutive chromomeres in the 
different A chromosomes (last column in Table 6). 

(10) The average distance in micra between the centres of two con- 
secutive chromomeres decreases with increasing size of the chromomeres 
(Table 6). The kinetochores and the thin regions of the chromosomes, 
where the chromomeres are smaller, have the highest values for the 
distance between the centres of two consecutive chromomeres. The 
median regions of the arms with chromomeres of intermediate size have 
intermediate values, and the thick proximal regions and the knob 
formations, where the chromomeres are largest, have the lowest values. 
These values were calculated, in the case of the total chromosome, by 
dividing the chromosome length in micra by the number of chromomere 
intervals (chromomere number minus one); in the case of the other 


Table 6. Average distance in micra between the centres of two consecutive 

















chromomeres. 
~ = Medi Thick 

Chromo- Kineto- ee ass “ Knob Total 

pe aoa hones ——. sephene.ot a iccendioeii Wiknesapoche 
30 BC 

I 1.13 0.99 0.91 0.86 0.58 0.90 

It 1.04 0.95 0.88 0.83 0.65 0.88 

Til 1.33 0.99 0.94 0.83 0.67 0.93 

IV 1.40 0.99 0.89 0.84 1.15 0.91 

V 0.83 0.91 0.84 0.80 0.59 0.84 

VI 1.44 1.00 0.90 0.86 0.89 0.94 

VII 1.45 0.84 0.83 0.78 0.90 0.84 

Total 8.62 §.67 6.19 5.80 5.43 6.24 

0.88 0.83 0.78 0.89 
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regions the same procedure was applied introducing some minor modi- 
fications in accordance with the way in which the measurements of these 
regions were performed. The values of the knob formations and the 
kinetochores are more variable than those found for the other regions of 
the chromosome. This is due mainly to the smallness of these regions, 
which makes such estimates more liable to experimental errors. How- 
ever, the means of these two regions are in very good agreement with 
the results of the long regions of the chromosome where such experimental 
errors are reduced to a minimum. The average distance between the 
centres of two consecutive chromomeres is for the standard fragment 
0.96 micra, and for all the A chromosomes plus the standard fragment 
0.89 micra. 

The main characteristics of the different A chromosomes that make 
it possible to distinguish any one of the chromosomes from the other 
members of the complement are the following, viz. 

Chromosome I.—Two large knob formations, one at the end of 
each arm. Particular seriation of chromomeres in subdivision 1 B. Was 
found to be the longest chromosome of the complement (Table 5 and 
Figs. 2—6 and 37). 

Chromosome II.—The knob formation of the right arm is of medium 
size and not a large one as in chromosome I. No special conspicuous 
seriation of large chromomeres (Figs. 7—10 and 38). 

Chromosome III.—A small knob formation at the end of left arm 
and a particular seriation of chromomeres—a large chromomere pair 
followed by two small chromomere pairs—at the end of right arm 
(Figs. 11—14 and 39). 

Chromosome IV.—Sometimes difficult to distinguish from number ITI. 
Differs from the latter in the seriation of chromomeres present at the 
‘end of right arm, and in the arm ratio (Table 5). The only chromosome 
that has nearly equal arms (Figs. 15—19 and 40). 

Chromosome V.—Nucleolar chromosome. Was found to be the 
smallest chromosome of the A complement (Table 5 and Figs. 20—24 
and 41). 

Chromosome V1. — Knob formation of large-medium size at the end 
of short arm. The long arm ends in a seriation of very small chromo- 
meres (Figs. 25—27 and 42). 

Chromosome VII. — Sometimes difficult to distinguish from num- 
ber VI. Differs from the latter in its arm ratio (Table 5) and by the 
presence of pairs of large chromomeres in subdivision 48 C (Figs. 28 
to 30 and 43). 

The standard fragment is easily recognizable by its arm ratio and 
length (Table 5). The seriation formed by subdivisions 53 B, 53 C, 54 A 
and 54 B is characteristic of this chromosome (Figs. 31—36 and 44). 
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VI. The analysis of the chromosome body. 
1. Knob formations. 

The knob formations found in the Swedish rye material here de- 
scribed are not universal in their occurrence, at least not regarding size. 
I already have evidence that the nucleolar chromosome (chromosome V) 
of a rye variety from Turkey possesses a much smaller knob formation 
at the end of the short arm (subdivision 29 A) which in some cells is 
substituted by a chromomere pair of average size. At the same time 
the knob formation of subdivision 30 A (the nucleolar organizing region) 
has approximately the same size as the one found in the Swedish ma- 
terial here described. ‘The position of these two knob formations is 
practically the same in the Turkish and Swedish materials examined, 
but chromomere countings have not yet been undertaken. This com- 
parison is based on the analysis of three different plants of the Turkish 
variety. 

There is a complete. series of intermediate stages between a single 
pair of large chromomeres and the largest knob formations found in 
the material of rye here described. 

At rather regular intervals in the chromosome arms the size of the 
chromomeres increases abruptly in one or two pairs. This phenomenon 
can. be observed in all arms (see for instance between subdivisions 33 A 
and 35 A). In these cases there is a single pair of chromomeres of larger 
size or two pairs of larger size than the surrounding chromomeres that 
lie side by side being separated by an almost unstained fibrilla pair. 

In a few cases two large chromomere pairs may lie side by side but 
the fibrilla pair that unites them is deeply stained (48 C chromomere 
pairs 17 and 18). Such a seriation has already the appearance of a 
small positively heteropycnotic region. This is also the case in subdivi- 
sion 30 A, but as the chromomeres are here much larger than in 48 C 
the resulting appearance is already what is called a knob formation. 
When more than two pairs of large chromomeres follow each other and 
their connecting fibrilla pairs are deeply stained a knob formation of 
still larger size results, as can be seen in subdivisions | A, 7 C, 8 A, etc. 
This structure of the knob formations is particularly clear in Figs. 3, 5, 
8, 25, 28, 29, 31, 34, 45 and 49 (a photomicrograph). 

Large chromomeres may, however, take part in seriations where very 
small chromomere pairs are intercalated between large ones as in sub- 
division 28 C. 

The chromomeres that constitute a knob formation are not all 
generally of the same size (see chromosome maps). In knoF formations 
7C, 8 A, 14C, 29 A, 35 C and 54 B the largest chromomeres are situated 
in the inner part of the knob formation and the smaller ones are ter- 
minal, in knob formations 1 A, 15 A and 22 A the largest chromomeres 
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are in the middle the smaller ones being still terminal, in knob formations 
36 A and 43 A the largest chromomeres are situated terminally, and 
intercalary knob formation of subdivision 30 A is composed 
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Figs. 20—-23. Camera lucida drawings of chromosome V at pachytene. Figs. 20—22 are 
made from preparation 3, Fig. 23 is made from preparation 10 (Table 1). 







of chromomeres of approximately the same sizé. There are thus nine 
knob formations with the smallest chromomeres at the end, while only 
two knob formations end in the larger chromomeres. In this particular 
feature the majority of the knob formations scems to follow the general 
structural plan of the chromosome—the decreasing in chromomere 
size towards the ends. 


Sinn tia es. 


ie ORME, «iiss 


‘siecle Sacer 


* 
2B 
‘i 











25 
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The general terminal position of the knob formations is also a 
remarkable feature. In the material of rye here described the knob 
formations occupy a terminal position in most chromosomes and are 
not situated in the vicinity of the kinetochore. Besides the chromo- 
somes are thicker on both sides of the kinetochore and thinner towards 


the ends. The knob formations do not seem 
to appear in regions constituted already by 
chromomeres of large size—as at the pro- 
ximal regions of the chromosomes—on the 
contrary they appear at places where chromo- 
meres are small, as at the distal regions of the 
chromosomes. Additional evidence concerning 
this phenomenon is found in the structural 
differentiation of the short arm of chromo- 
some V where a definite decrease in chromo- 
mere size takes place in the vicinity of the 
intercalary knob formation (compare the size 
of the chromomeres in subdivisions 30 B, 
30C and 31A with for instance 37C, 38 A 
and 38 B). 

In addition, the sequence of segments 
in the standard fragment showing different 
degrees of heteropycnosis is apparently not 
at random but shows a certain regularity, 
as already pointed out by Mtnrzine and 
Lima-DE-Farta (1949). The more detailed 
analysis of the structure of this fragment 
carried out in the present work extends 
the previous observations. Subdivision 52 C - 
ends in a large chromomere pair, and three pig, 94, lwitdaiasislapetb * 
smaller chromomere pairs initiate subdivision the ages a peg) em 
53 A. Subdivision 53 B composed of very ot ‘ 
small chromomeres and weakly stained fibrillae is surrounded on both 
sides by large chromomeres. Especially characteristic of these seriations 
is the large chromomere pair at the end of subdivision 53 C followed 
by the negatively heteropycnotic region 54 A, this one is in its turn 
followed by the seriation of large chromomeres and deeply stained 
fibrillae called knob formation which finally gives place to a seriation 
of very small chromomeres. 

In the A chromosomes the seriations of the largest chromomeres of 
each chromosome (the large proximal chromomeres excepted) appar- 
ently occupy a position related to arm length. In most chromosomes 
the terminal seriations of chromomeres are composed of a bigger number 
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of large chromomeres at the end of the short arm than at the end of 
the long arm (see chromosome maps). Apparent exceptions to such 
a type of localization are found in chromosomes I and V and in chromo- 
some IY. The knob formations present at the end of the long arms of 
chromosomes I and V are definitely larger than those present at the 
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Figs. 25—-27. Camera lucida drawings of chromosome VI at pachytene. — Figs. 25 and 26 
. are made from preparation 1, Fig. 27 from preparation 3 (Table 1). 


end of the short arms of the same chromosomes, but in both short arms 
of chromosomes I and V there are in addition to the terminal knob 
formations other very large chromomeres. In chromosome I (sub- 
division 1 B) there is a characteristic pair of large chromomeres and in 
chromosome V there is the knob formation of the nucleolar organizing 
region (subdivision 30 A). The number of very large chromomeres (the 
large proximal chromomeres excepted) is thus bigger on the short arm 
than on the long arm of chromosomes I and V. In chromosomes II, III, 
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VI and VII the existence of a bigger number of the largest chromomeres 
in the short arm than in the long arm is evident. Chromosome IV is 
practically isobrachial, the left arm being slightly longer than the 
right arm (Table 5). 

Summing up, the general features of rye knob formations are the 
following, viz. 

(1) Knob formations are seriations of large chromomeres and deeply 
stained fibrillae. 

(2) The size of the terminal knob formation of the left arm of chromo- 
some V varies in different rye varieties. 

(3) Most knob formations end in their smallest chromomeres, their 
largest chromomeres having an internal or median position. 

(4) The 11 knob formations of the A chromosomes plus the one of 
the standard fragment are all accompanied on one or both sides by 
seriations of particularly small chromomeres. 

(5) The short arm of each A chromosome (with the exception of 
chromosome IV which is nearly isobrachial) possesses the biggest number 
of very large chromomeres (the large proximal chromomeres excepted). 


2. Kinetochores. 


A chromomeric structure exists in the kinetochore of the pachytene 
chromosomes of rye (Lima-DE-Faria 1949a). This structure was found 
in an A chromosome now identified as chromosome II and in the stand- 
ard fragment. The present analysis of the A chromosome complement 
at pachytene reveals that the same chromomeric structure is found in 
all the seven A chromosomes (see especially Figs. 5, 7, 11, 20—23, 28, 
33, 40 and 42, chromosome maps and Tables 3 and 5). 

The organization of the kinetochoric structure is of the same type 
in all the seven A chromosomes. In chromosomes where this structure 
can best be seen it consists of the following components (considering 
the two paired chromosomes and starting from one end of the kineto- 
chore): two almost unstained fibrillae, a pair of chromomeres, two 
slightly stained fibrillae (sometimes deeply stained), another pair of 
chromomeres, and again two almost unstained fibrillae. This is the 
type of structure already described by Lima-pE-Faria (1949a) for the 
chromosome II and the standard fragment. 

When the chromosome maps were made the division correspondent 
to the kinetochore was divided into three subdivisions A, B and C. 
Two almost unstained fibrillae and a pair of chromomeres belong to 
subdivision A, the two slightly stained fibrillae belong to subdivision B 
and the other chromomere pair and the other two almost unstained 
fibrillae to subdivision C. The kinetochoric region comprised by the 
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subdivisions A and C is considered to have different properties from the 
region comprised by subdivision B (cf. Lama-pg-Farta 1949a). 

The chromomeres that are found at the kinetochore are rather 
small, but still smaller chromomeres than those present at the kineto- 
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Figs. 28—30. Camera lucida drawings of chromosome VII at pachytene. — Figs. 28 and 29 
are inade from preparation 1, Fig. 30 from preparation 5 (Table 1). 

chore exist in the terminal regions of the chromosome arms close to 
the knob formations, as in subdivisions 14 B, 29 B, 35 B, or at the end 
of the arms in the absence of knob formations, as in subdivisions 42 C 
and 49 C. 

In the chromosomes of some cells one or the two kinetochoric chromo- 
mere pairs cannot be observed but one sees instead a deeply stained 
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fibrilla pair. Such a phenomenon is also frequently observed in seg- 
ments of the chromosome arms. Well delimited segments of the chromo- 
some arms containing very small chromomeres such as subdivisions 
53 B and 54 A of the standard fragment are very suitable for checking 
this type of observations in the chromosome arms. Here also, the dis- 
appearance of one or two pairs of chromomeres is frequent and instead 
there is seen only a deeply stained fibrilla pair. 

Fibrilla pairs, like the two almost unstained fibrilla pairs that con- 
nect the two kinetochoric chromomere pairs with the chromomeres of 
the arms, can be observed with a very high frequency in the chromo- 
some arms. They appear at regular intervals as described above and 
have in most cases been used as landmarks for the establishment of 
the subdivisions. In subdivisions 14 B, 22 B, 29 B and 35 B the fibrilla 
pairs making the connection with the knob formation are among the 
thinnest and most weakly stained of the whole chromosome complement. 

The most interior part of the kinetochore, the fibrilla pair that 
unites the two chromomere pairs, cannot be seen to contain chromo- 
meres, but this fibrilla pair is much more stained and slightly smaller 
than the fibrilla pairs that connect the kinetochoric chromomeres with 
the chromomeres of the arms. As just described, when by their varia- 
tion in size small chromomeres become invisible by reaching the limit 
of resolution of the microscope there is seen instead a deeply stained 
fibrilla pair. Owing to this phenomenon it is sometimes impossible 
to decide whether one is only seeing a part of a deeply stained fibrilla 
or a very small chromomere. I have once, just met such a difficulty 
in the internal segment of the kinetochore of a chromosome. Such 
observations suggest that the deeply stained fibrillae that constitute 
the most intericr part of the kinetochore are composed of so small 
chromomeres that their size is below the limit of microscopical reso- 
lution. 

This detailed comparative analysis of the chromomeric structure 
of the chromosome arms and kinetochores reveals that in rye pachy- 
tene chromosomes there is no essential morphological difference at 
the microscopic level between the components of the kinetochore and 
those of the chromosome arms, both chromosome regions being com- 
posed of chromomeres and fibrillae morphologically identical. 


3. Chromosome arms. 

The main feature of the arms of rye A chromosomes is the general — 

decrease in chromomere size—the chromomere size gradient—that origin- 

ates on both sides of the kinetochore where chromomeres of large size are 

found and finishes in chromomeres of very small size at the chromosome 
ends or just behind the knob formations when these are present. 
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Each chromosome arm can be divided into three natural divisions: 
one adjacent to the kinetochore composed of large chromomeres, the 
median region composed of medium size chromomeres, and thirdly a 
terminal region composed of chromomeres of very small size, in most 
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Figs. 31—36. Camera lucida drawings of the standard fragment at pachytene. — Figs. 31 
and 32 are made from preparation 1, Figs. 33 and 34 are made from preparations 2 and 6 
respectively and Figs. 35 and 36 are made from preparation 8 (Table 1). 


cases ending in a conspicuous seriation of large chromomeres. One 
apparent exception to this general plan of organization is the chromo- 
meric pattern of the short arm of chromosome V. The short arm of 
chromosome V partly follows the general plan till the intercalary knob 
formation of subdivision 30 A; after that the chromomeres keep an 
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irregular size until subdivision 29 A (the knob formation). If one com- 
pares the short arms of chromosomes V and VI it becomes evident that 
the decrease in size of the chromomeres in the short arm of chromo- 
some V is much more abrupt, leading to very small chromomeres al- 
ready in subdivision 30 B, whereas subdivision 37 C still has chromo- 
meres of medium size. Such a structural deviation from the general 
plan of organization, present in the other chromosomes, will be analys- 
ed later in connection with an examination of the properties of the 
chromosome gradient (section XI, 1). 

It is also of interest to note that the chromomeric pattern of the 
long arm of the standard fragment does not obey the general structural 
plan of the A chromosomes. In the long arm of this chromosome there 
is no general decrease in chromomere size towards the chromosome 
ends and the decrease of size observed in the short arm is not exactly 
of the same type as the one observed in the A chromosomes; the 
proximal chromomeres of the left arm are smaller than those present 
in the corresponding regions of the A chromosomes. 

Analysing the chromosome maps one can see that the thick regions 
adjacent to the kinetochores have different lengthes in different arms, 
and that apparently the length of these divisions is not correlated 
with arm length. For instance, division 47 is much smaller than division 
12 whereas the right arm of chromosome VII is much longer than the 
right arm of chromosome II. From a glance at chromosomes VI and 
VII—the most heterobrachial chromosomes of the A complement—it 
can be seen that the thick proximal regions of the left and right arms 
(divisions 38 and 45, 40 and 47) have approximately the same length 
irrespective of the big difference in length between the arms. Except 
for division 31 which is a special case as already referred to, and division 
12 which is particularly long, the length of these divisions is approx- 
imately the same in all arms. When the length of the arm varies it 
is mostly the median regions—with medium size chromomeres—that 
vary in length, becoming shorter or longer, while the proximal regions 
maintain approximately their lengthes (compare the left and right 
arms of chromosomes VI and VII). 

A general feature of these regions is the uniformity of chromomere 
size and distribution. There is a much bigger uniformity in chromo- 
mere size and distribution in these regions than in the knob formations 
which are of much smaller size. The knob formations vary much in 
chromomere size and distribution from chromosome to chromosome 
and from arm to arm inside the same chromosome, but these regions 
do so to a much less extent. In some cases their morphology has a 
general symmetric pattern in both arms of the same chromosome as 
in case of divisions 17 and 19, 24 and 26, 38 and 40. 
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There is an apparent correlation between the length of the median 
regions of the chromosomes—euchromatic regions-—and the length 
of the arms. In long arms as the right arm of chromosome VII they 
are very long (division 48), in short arms as the left arm of the same 





Figs. 37—-44. Camera lucida drawings of the seven A chromosomes and the standard fraz- 
somes I, II, III, IV, V, VI, VII and the standard fragment respectively. The two arrowx 


chromosome they are very short (division 44), and in middle size arms 
they are of intermediary length (for instance divisions 13, 20, 27). In 
the left arm of chromosome V, where an intercalary knob formation 
is present, the region with median size chromomeres has practically 
disappeared. 

Those divisions of the arms which have the smallest chromomeres, 
the thin distal regions, deserve special attention. Their chromomere 
size in many cases reaches the limit of microscopical resolution as in 
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subdivisions 14 B, 15 B; 22 B, 35 B, 42C and 49C. In subdivisions 
14 B, 22 B, 29 B and 35 B the fibrilla pairs which make the connection 
with the knob formations are among the thinnest and most weakly 
stained of the whole chromosome body, as reported above. 
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ment belonging io a single cell of preparation 1 (Table 1). — Figs. 3744 represent chromo- 
in Fig. 42 indicate the region of the structural rearrangement (compare with Figs. 45—61). 


These regions resemble kinetochores not only in the small size of 
their chromomeres but also in their association with chromomeres of 
large size. On both sides of the small chromomeres that compose 
the kinetochore, chromomeres of large size are always present. In the 
thin terminal regions of the chromosomes there is in most cases an 
association with large chromomeres only on one side (the knob for- 
mation side) and not on both. Subdivision 1 B furnishes an example 
where a small chromomere pair, of a terminal thin region, is 
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surrounded on both sides by chromomeres of large size. This chromomere 
‘seriation represents a form of transition between the chromomeric 
seriation of kinetochores and the chromomeric seriation of most chromo- 
some ends. It should be remarked that in some of the chromosome 
ends the fibrillae uniting the small chromomeres with the knob forma- 
tions are not only very weakly stained but are also particularly thin. 
Some of the fibrillae present at the kinetochore are also very weakly 
stained but are in general of average thickness. This difference bet- 
ween chromosome ends and kinetochores is not general, because fibril- 
lae of the same thickness as those present at the kinetochore are also 
found in subdivisions 1 B, 7 B, 28 B, 36 B and 43 B. 

Subdivisions 53 B and 54A of the standard fragment resemble 
kinetochores to a higher degree than chromosome ends. The number 
and the very small size of their chromomeres, the weakly stained fibril- 
lae that unite these chromomeres, and the chromomeres of large size 
that surround these regions on both sides make them very similar to 
kinetochores, in particular subdivision 53 B. No other regions of the 
chromosome complement appear more similar to kinetochores than 
most of the ends of the A chromosomes and those regions of the stand- 
ard fragment which have just been described. 

The general decrease in chromomere size that takes place between 
both sides of the kinetochore and the ends of the chromosomes (ex- 
cluding the knob formations) is not even but is interrupted at rather 
regular intervals by chromomeres that deviate in size from the adjacent 
ones and by fibrillae that deviate from the others by a marked decrease 
in staining ability (see sectionIV). The deviating chromomeres are 
nearly always of larger size than the adjacent ones. These chromo- 
meres are sometimes followed or preceded by a fibrilla pair of average 
staining ability but in most cases by a fibrilla pair which is very 
weakly stained. In the last case they constitute a small conspicuous 
seriation of a larger chromomere pair followed or preceded by a very 
weakly stained fibrilla pair. In many cases there are two chromomere 


pairs of larger size instead of one, the weakly stained fibrilla pair being. 


‘situated between them (see for instance 34 A—10, 34 B—1). 

These small conspicuous seriations are constant in position and 
constitute natural landmarks which were used for the establishment 
of the subdivisions when the chromosome maps were made. Their so 
frequent occurrence and at such regular intervals, results in a regional 
differentiation of the chromosome that deserves special attention. 


Vil. The degree of heteropyenosis of the standard fragment. 


The analysis of the chromosome complement of rye here undertaken 
reveals that the B chromosomes of rye are not an exception to the 
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Chromomere analysis of the chromosome complement of rye. 35 
general rule of the heterochromatic constitution of the B’s, but that 
they also to a certain extent show heteropycnosis when compared with 
the A chromosomes at pachytene. Such a result has not been obtained 
before, owing to the fact that the degree of heteropyenosis is rather 
slight. Only by the analysis of the whole A complement and the stand- 
ard fragment accompanied by the analysis of chromomere size and 
chromomere distribution in both types of chromosomes could such 
a result be secured. 

The standard fragment of Secale cereale manifests its heteropycnosis 
in relation to the A chromosomes in the following way, viz. 


(1) The number and length of positively and negatively hetero- 
pycnotic regions is larger in the long arm of the standard fragment 
than in any other arm of the A chromosomes, especially in proportion 
to its length. The only arm that approaches the long arm of the stand- 
ard fragment in its degree of heteropycnosis is the short arm of the 
nucleolar chromosome, but this one is still not so heteropyecnotic as the 
long arm of the standard fragment (see chromosome maps). Nega- 
tively heteropycnotic regions of the long arm of the standard fragment 
are subdivisions 53B, 54 A and 54 C; highly positively heteropycnotic 
is subdivision 54 B, and all the other subdivisions are wholly or partly 
positively heteropycnotic. 


(2) The chromomeres of the long arm of the standard fragment do 
not decrease in size with increasing distance from the kinetochore 
as do the chromomeres of the A chromosomes; they not only maintain 
approximately the same size but also become larger in the vicinity 
of the negatively heteropycnotic regions. From this phenomenon 
results a much thicker appearance of the standard fragment through- 
out its whole length when compared with the A chromosomes. This 
phenomenon is not due to the length of the arm, as can be seen from 
a comparison of the long arm of the standard fragment with the short 
arms of chromosomes V, VI and VII, and from the comparison of both 
short and long arms of the standard fragment. The short arm of the 
standard fragment, which is four to five times smaller than the long 
arm, shows a clear decrease in chromomere size with increasing distance 
from the kinetochore, while the long arm does not exhibit this pheno- 
menon (see chromosome maps). 

(3) Further evidence gathered from the analysis at pachytene of the 
standard fragment from Turkish strains (MinTzine and Lima-pg-F arta, 
unpublished) reveals that subdivision 54 C—the terminal negatively 
heteropycnotic region—is much longer in the Turkish fragment than 
in the Swedish ones and is composed of still smaller chromomeres 
throughout most of its length. This feature of the Turkish fragment 
3* 
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markedly accentuates the negatively hetnenergnetin appearance of this 
B chromosome type. 

The standard fragment is at the same time more positively hetero- 
pycnotic and more negatively heteropycnotic than any of the A chromo- 
somes in the material investigated. 


VIII. Similarities and differences between the A chromosomes 
and the standard fragment. 

wie a first step in the investigation of the mode of origin of the B 
chromosomes, one needs to search for a possible resemblance between B 
chromosomes and A chromosomes. The search for such a resemblance 
can best be made at pachytene, especially when a chromomeric ana- 
lysis of both these two types of chromosomes has been undertaken. 

The pachytene analysis of the A chromosomes belonging to the 
Swedish material and its comparison with the analysis of the stand- 
ard fragment at the same stage, reveals the following similarities and 
differences between these two chromosome types, viz. 

(1) No arm or part of an A chromosome is identical or obviously 
similar to the long arm of the standard fragment (see chromosome maps). 

(2) The short arm of the standard fragment is sufficiently small 
and undifferentiated to be easily homologized with any region of the 
A chromosomes where chromomeres of medium to large size may be 
found. 

(3) The chromomeres, which are situated on both sides of the kineto- 
chore of the standard fragment, are on the average slightly smaller 
than the chromomeres present in the vicinity of the kinetochore of the 
A chromosomes (compare divisions 50 and 52 with for instance 45 
and 47). 

(4) In the long arm of the standard fragment there is no general 
decrease in chromomere size with increasing distance from the kineto- 
chore, as in the A chromosomes. In the long arm of this B chromosome 
type there are only seriations mostly composed of large chromomeres 
alternating abruptly with seriations of very small chromomeres. 

(5) The structure of the standard fragment and the structure of the 
A chromosomes have the same fundamental pattern of organization. 

From this comparison it can be seen, that if the standard fragment 
is derived from the A chromosomes of rye, and not from any other 
species, it has already evolved to such an extent that it does not show 
any obvious similarity with any region of the normal chromosome 
complement of the Swedish material studied. 

However, during the course of the analysis of the A chromosomes 
reference has been made on several occasions to existing similarities 
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between chromosome V (the nucleolar chromosome) and the standard 
fragment. These similarities are the following, viz. 

(1) The standard fragment is more heteropycnotic than any of the 
A chromosomes. Similarly, the short arm of the nucleolar chromosome 


we On 
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Figs. 45—48. Camera lucida drawings of chromosome VI showing a structural rearrange- 

ment in the distal region of the long arm. The number of chromomere pairs involved in 

this rearrangement varies from cell to cell (Table 8). — Figs. 45 and 46 are made from 

preparation 1, Figs. 47 and 48 from preparation 3 (Table 1). The arrows indicate the region 
: of the chromosome distal to the rearrangement. 


is the one—among all the arms of the A complement—that shows the 
| highest degree of heteropycnosis comparatively to its length. 

(2) The knob formation of the standard fragment has an intercalary 
position. All the arms of the A chromosomes have terminal knob 
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formations except the short arm of the nucleolar chromosome which 
has, besides the terminal knob formation, an intercalary knob formation 
like the standard fragment. 

(3) Both the knob formation of the standard fragment (54 B) and 
the intercalary knob formation of the nucleolar chromosome (30 A) 
have on both sides seriations of small 
chromomeres. 

These similarities between the nucleolar 
chromosome of the Swedish material and 
the standard fragment of the same mate- 
rial are, however, accompanied by a series 
of differences, viz. 

(1) The long arm of the standard frag- 
ment ends in a ¢hromomere of medium 
size (54 C), whereas the short arm of the 
nucleolar chromosome ends in a knob 
formation of large size (29 A). 

(2) The distance between the kineto- 
chores of both chromosomes and the 
respective intercalary knob formations 
(30 A and 54 B) is different in both arms, 
and the distance between these knob 
formations and the end of both arms is 
also different. 

(3) The pattern of chromomere distri- 
bution is apparently not the same in the 





. 49 long arm of the standard fragment and in 

ad as mageer the short arm of the nucleolar chromosome. 
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pair of chromosomes drawn in 
Fig. 45. Note that one of the gome of the Swedish material showed 


Hemant 4 pe co SS these important differences from the long 
shed; compare wi, 8: 4. arm of the standard fragment. However, 

the analysis at pachytene of the nucleolar 
chromosome from a Turkish strain of rye (see section VI, 1) revealed 
that the short arm of this nucleolar chromosome is much more similar 
to the long arm of the standard fragment than the short arm of the 
nucleolar chromosome belonging to the Swedish strain. The main dif- 
ference is in division 29 (see chromosome map). In the Turkish material 
division 29 does not end in a knob formation of large size but in most 
cases in a chromomere pair of medium size just like subdivision 54 C of 
the standard fragment. In addition, division 29 of the Turkish material 
has, at least in some plants, a smaller number of chromomeres than 
the same division in the Swedish material. The similarity existent 
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between division 29—the terminal region adjacent to the knob forma- 
tion—of the Turkish nucleolar chromosome and subdivision 54 C—the 
terminal region adjacent to the knob formation—of the Swedish stand- 
ard fragment deserves to be taken into consideration. The resemblance 
of these two regions is reinforced by the aspect of subdivision 54 C in the 
standard fragment of Turkish origin (Mtnrzine and Lima-prE-Farm, 
unpublished). 

The two other main differences existing between the short arm of 
the nucleolar chromosome and the long arm of the standard fragment 
still persist in the Turkish material. For this reason, a direct homology 
between these two arms also cannot be established in this case. 

It is, however, clear that a full identity between the standard frag- 
ment and any A chromosome or part of an A chromosome should not 
be expected to be easily found, unless such a chromosome type should 
be arising permanently from the A complement. As the fundamental 
characteristics of this B chromosome type are the same in materials of 
rather different origin (MinTzING 1950) there are no reasons to suppose 
that this B chromosome type is arising continuously in different strains. 


IX. Structural heterozygosity of the chromosome material. 

When the chromosomes were drawn chromomere by chromomere it 
was noticed that each chromomere did not always have its homologous 
partner present; instead of a chromomere pair one often found a single 
chromomere. In other cases instead of being completely absent one of 
the partners of a chromomere pair is found to be of smaller size. 

Care has been taken to be sure that in the regions examined the 
chromosome was not bent or that one of the chromomeres of the pair 
was not lying under or above the other chromomere. I have taken 
into consideration only the cases where the two fibrillae could be clearly 
seen running side by side and where it could be seen that in one of 
them there was inserted a chromomere and in the other there was no 
chromomere or only a chromomere of smaller size.. The cases recorded 
as dubious in Table 7 are instances where these conditions were also 
fullfilled but where the difference in size between the two chromo- 
meres of the same pair was not sufficiently large to leave no doubts 
about their different size. 

It can be seen from a glance at Table 7 that most of the cases of 
absence of a chromomere partner or of a chromomere partner of smaller 
size could not be identified again at the same region in chromosomes 
derived from different P.M.C.’s of the same plant (compare with 
Table 1). The reason for this fact is twofold. In the first place, the 
same chromosome shows in different cells a different degree of con- 
traction or distension of the same region, owing to the different amount 


Chromosoma. Bd. 5. 3b 








40 


Table 7. Number of chroznomere pairs per subdivision, having chromomeres of une- 
qual size (U) or having one of the chromomere partners absent (A). 
Dubious cases are marked with D and are excluded from totals. 
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Table 7. (Continuation.) 
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of pressure that each region has received at the moment the preparation 
was made. This makes a detailed analysis of the same region in different 
cells difficult. In the second place, from the variation in chromomere 
number that takes place in a structural rearrangement which is de- 
scribed below it can be understood that the absence of a chromomere 
from a chromomere pair may be due to accidental deletions—as well as 
duplications—involving a single chromomere, taking place in the 
chromosomes of some P.M.C.’s and not in the chromosomes of other 
cells. It is very probable that at least some of the cases reported in 
Table 7 belong to this category, because I have carefully inspected such 
regions in the same chromosome derived from different cells without 
being able to identify again the same structural change. 

In some cases, however, such structural changes involving only 
part of a chromomere can be followed from cell to cell and identified 
always at the same region. Subdivision 28 C, the end of the right arm of 
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chromosome IV is, in the material studied, constantly heterozygous for 
a structural change involving two pairs of chromomeres (Figs. 15—19 
and chromosome map). 
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Figs. 50—61. Camera lucida drawings of the distal region of the long arm of ckromo- 
some VI showing a structural rearrangement. The number of chromomere pairs involved 
in this rearrangement varies from cell to cell (Table 8). — Figs. 50—55 are made from 
preparation 1, Figs. 56—58 from preparation 2, Fig. 59 from preparation 3, Figs. 60 and 61 
from a preparation of plant 235—1 not included in Table 1. The arrows indicate the region 
of the chromosome distal to the rearrangement. 


Chromosomes 16, 17, 18 and 19 of Table 7 (compare Tables 2 and 1), 
together with another chromosome that is not included in Table 7, 
belong to a single anther of one plant. Chromosomes 20 and 21 belong 
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to two different anthers of another 
plant. Of all these seven chromosomes 
studied, five were clearly heterozygous 
for a structural change involving two 
pairs of chromomeres, and in the 
remaining two chromosomes the pheno- 
menon was not so marked but there 
was indication of its existence (chromo- 
somes 17 and 18, Table 7). The possi- 
bility of identifying this phenomenon 
in P.M.C.’s of two different plants and 
in more than one P.M.C. of each plant 
reveals that this phenomenon has a 
high degree of constancy in this region. 

The fact that one of the chromomere 
partners of each of these pairs is smaller, 
suggests that in each pair a very small 
deletion has taken place which has 
affected only half of a chromomere of 
one of the partners. 

From an inspection of Table 7 it 
can be seen that chromomere pairs 
having chromomeres of unequal size 
or having one of the chromomere 
partners absent are found in all chro- 
mosomes. The average numbet of such 
chromomere pairs per chromosome 
varies from 1.1 in the standard frag- 
ment to 4.2 in chromosome IV, which 
means that normally each chromosome 
carries at least one such heterozygous 
pair. 

When an addition or loss of more 
than one or two chromomeres has taken. 
place in one of the chromosomes of a 
pair, one of the chromosomes normally 
folds back upon itself in this region and 
it is then easy to look for such a 
structural rearrangement in different 
cells. A rearrangement of this kind, 


present in the long arm of chromosome - 


VI (Table 8), was seen to vary in size 
from cell to cell, being absent in some 


f partner) of the structural rearrangement and of the region 


distal to this rearrangement (chromosome V1). 


Table 8. Number of chromomere pairs (or single chromomeres in absence o 
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cells. This rearrangement could be identified in 20 cells belonging to 
four different anthers of plant 235—1 (Table 8 and Figs. 42 and 45—61). 

It can be seen from Table 8 that the part of the chromosome that 
folds back upon itself has a chromomere number that varies from one 
to seven chromomere pairs (or single chromomeres in absence of partner). 

In three cells belonging to anthers d and f it could be seen that this 
rearrangement was completely absent from chromosome VI (Figs. 25 to 
27). It could be ascertained, by counting the number of chromomeres 
and by comparison with chromosome VII in the same cell (Figs. 42 
and 43), that this chromosome, where the rearrangement is found, 
was chromosome VI, and that most probably this structural rearrange- 
ment is the result of a duplication present in the distal region of the 
right arm of one of the chromosomes that constitute the pair. 


The remarkable feature of this structural rearrangement is that 
it varies in chromomere number, and that it also varies slightly in its 
position from cell to cell, as can be seen from Table 8, where the 
number of chromomeres of the region distal to the rearrangement has 
been included. It could be supposed that this variation was only due 
to some abnormality in the pairing of the structurally changed segment 
on account of the variation in the number of chromomeres which exists 
also in the region distal to the rearrangement. However, owing to the 
fact that: (1) the number of chromomere pairs involved in the rearrange- 
ment varies from seven to one, ultimately the rearrangement being 
completely absent in some cells (Table 8 and Figs. 25—27), and (2) as 
at the same time the variation in chromomere number of the distal 
region does not show any particular relation to the variation in chromo- 
mere number of the rearrangement (Table 8), it can be safely concluded 
that there is a variation in chromomere number from cell to cell taking 
place in this region. This variation in chromomere number has as 
extreme result the total elimination of the structural rearrangement 
from chromosome VI in some P.M.C.’s reestablishing in this way 
apparently the normal chromosome complement. 

Summing up, the structural heterozygosity found in rye pachytene 
chromosomes has the following characteristics, viz. 

(1) Chromomeres without homologous partner or chromomere pairs 
where one of the partners is of smaller size are found regularly in all 
the seven A chromosomes of rye and in the standard fragment. This 
‘last phenomenon could be identified, in the case of subdivision 28 C 
of chromosome IV, in all P.M.C.’s studied belonging to two different 
plants. In other cases both these phenomena could only be identified 
at the same region in a certain number of P.M.C.’s, the other P.M.C.’s 
showing the same phenomena in other regions of the chromosome. 
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(2) A structural rearrangement involving from one to seven chromo- 
mere pairs is present in chromosome VI. The number of chromomeres 
involved in this rearrangement varies from cell to cell, the rearrange- 
ment being absent in some P.M.C.’s. This variation was studied in 
four anthers belonging to the same plant. 


X. “Hairy” chromomeres. 

During the drawing of the chromomeres, it was noticed that not 
all of them had the usual round shape but that some possessed a hairy 
structure (see especially Fig. 3 subdivision 7.C and Figs. 6, 28, 33, 42, 
45 and 49). 

These hairy structures make these chromomeres look like the 
constituent elements of lampbrush chromosomes, but as they appear 
rarely in the pachytene chromosomes of rye (Table 9), these chromo- 
somes do not get the lampbrush appearance. 

As the proper designation of “lampbrush” can only be applied to 
chromosomes when these look like brushes with numerous hairs, and 
not to a single chromomere or a chromomere pair, I designate the 
chromomeres that show this hairy appearance as “hairy chromomeres”’. 


Hairy chromomeres are present in pairs or singly, the other partner 
of the pair in the latter case being a chromomere of the usual type 
(Table 9). These hairy prolongations of the chromosome are present, 
in rye chromosomes, with a higher frequency at diplotene and diakinesis 
than at pachytene, and are also more conspicuous at these stages. After 
fixation in acetic-alcohol 1:4 and staining with iron-aceto-carmine 
these hairy prolongations can be observed not only in rye, as here de- 
scribed, but also, still more clearly, in Rhoeo discolor and Agapanthus 
umbellatus specially at late diplotene. In preparations of rye, belonging 
to Prof. Minrzine and Dr. Levan, fixed in a fixing mixture of the 
Navashin type used in this laboratory (Mintzine 1933), and stained 
with crystal violet the same phenomenon can be observed, though less 
pronounced. The indistinct appearance is due to the staining procedure 
used. The staining with crystal violet is accomplished, after staining 
in the dye solution, by removing the excess of stain until it is only 
retained in the chromosome body. For this reason all other chromosome 
structures less compact become practically unstained or stained to a 
very small degree. At diplotene, however, where this phenomenon is 
more conspicuous, it can be clearly seen in these preparations. 

These hairy prolongations do not seem to be only a result of the 
process of fixation because (1) they are observed after fixation with 
different fixing mixtures, (2) they are found normally at late pachytene, 
diplotene and diakinesis and not at metaphase I, and (3) they appear 
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in different organisms—treated with the same fixing mixture—with 
different degrees of intensity. 
It can be seen from Table 9 that hairy chromomeres are present in 


all chromosomes, their average number per chromosome varying from 
1.7 in chromosome IV to 9.7 in chromosome VII. This means that 


normally each chromosome carries at least one hairy chromomere. 


Table 9. Number of chromomere pairs, per subdivision, having a single chromomere 


Dubious cases are marked with D and are excluded from totals. Totals refer 


(8) or both chromomeres (B) with “hairy” appearance. 


to number of “hairy” chromomeres. 
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Table 9. (Continuation.) 






































Ref 
Chromo- pore ei Subdivisions Total | Mean 
some | (Table 2) 
29 2930 3031 3132 3233 3334 3435 35 
ABCABC ABCABCABCABCABG 
22 1 
vy. 23 18 18 18 1828 6 
24 38 2815S 6 
25 18 182828 1D 6 
26 1818 is| 3 
[| Total | 1 Peet ee | 1 $433 1} 22 | 44 
36 3637 3738 3839 3940 4041 4142 42 
ABCABC ABCABCABCABCABC 
27 28 18 18 4 
ae 28 2s 2 
29 18 18 2 
30 
Total | 2 3 1 1 1 8 | 2.0 
43 4344 4445 4546 4647 4748 4849 49 
ABCABCABCABCABCABCABC 
31 4S 1818 6 
vit 4} 32 |is 18 1818 18 5 
33 28 1B1S 1B2S 38S 28 48 18 
| Total | 7 1 14 4 “Se REY ass. | 29 | 9.7 
50 5051 5152 5253 5354 54 
ABCABCABCABCABC 
34 18 1B 281818 7 
35 1818 18 3 
36 1S1B 3 
37 
ced 38 18 38 4 
a 39 18 is 1S 1S 4 
40 18 18 2 
41 1s 1 
42 18 is 2 
43 
44 
Total | 6 41 i SS eT 26 | 2.4 

















A glance at Table 9 shows that the hairy chromomeres are much 
more numerous in the positively heteropycnotic regions of the chromo- 
some such as knob formations and proximal regions, which suggests 
that they are not distributed at random throughout the chromosome 
body. To test this supposition for the A chromosomes, the hairy chromo- 
meres were divided into two groups, one including the hairy chromo- 
meres present in positively heteropycnotic regions and the other those 
present in negatively heteropycnotic regions and the median regions 
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of the arms (Table 10). The number of hairy chromomeres present in 
the first group of regions is more than double that of the number of 
hairy chromomeres present in the last group. Besides, the space 
occupied in the chromosome by these two groups of regions is not 
equal, as shown by data extracted from Table 4. The total length of 
all positively heteropycnotic regions is 180.29 micra, whereas the 
length of all regions comprising the other group is 388.55 micra (the 
length and the chromomere number of these regions can be used inter- 
changeably in this connection, due to the very good agreement between 
the one and the other, Table 5). The expected values, on the basis of 
the assumpticn of a random distribution of hairy chromomeres through- 
out the chromosome body, are thus those listed in the last column 
of Table 10 and the value of x? is 101.97 (MarHer 1946) which corres- 
ponds to a P value smaller than 0.001. 

It can be safely concluded that hairy chromomeres appear with 
much more frequency in the positively heteropycnotic regions of the 
chromosome, where chromomeres are large, than in the other regions 
of the chromosome where the chromomeres are of medium size or small. 
Moreover, the hairy structures have normally bigger dimensions in 
those regions of the chromosome where the chromomeres are large 
than in the regions where the chromomeres are small. 


Table 10. Numerical distribution of ‘hairy’ chromomeres in two growps of chromo- 
some regions, one formed by the positively heteropycnotic regions and the other by the 
rest of the chromosome body (data from Table 9). 
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XI. Discussion. 
1. The chromosome gradient. 

As pointed out above, chromomeres vary much in size throughout 
the chromosome body, yet their distribution is not an irregular one—it 
takes place according to a general pattern. An inspection of the chromo- 
some maps of the A chromosomes reveals the following features, viz. 

(1) All A chromosomes possess the same general chromomeric pattern 
with minor variants. 
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{2) In all A chromosomes the chromomeres are particularly large 
on both sides of the kinetochore. There is a subsequent general decrease 
in chromomere size on both sides of the kinetochore towards the chromo- 
some ends, where an abrupt increase in chromomere size takes place 
in most cases (knob formations). This gradient of chromomere size 
originates on both sides of the kinetochore where chromomeres of large size 
are found, and finishes in chromomeres of very small size at the chromo- 
some ends or just behind the knob formations when these are present. 

(3) This gradient originates on both sides of the kinetochore, yet 
the decrease in chromomere size that takes place in the arms is not 
only dependent on the presence of the kinetochore. As can be seen by 
inspection of the chromosome maps, the amount of decrease in size of 
the chromomeres with increasing distance from the kinetochore, varies 
in the different chromosomes and in the different arms of the same 
chromosome (compare for instance the left and right arms of chromo- 
somes VI and VII). In the left arms of chromosomes VI and VII, 
which are much shorter than the right arms, the decrease in chromo- 
mere size is more abrupt than in the right arms. It is, however, not 
only the length of the arms that apparently regulates the rate of 
decrease in chromomere size. 

(a) An analysis of the chromosome maps reveals that although the 
arm length apparently contributes to this regulation it is not the factor 
of primary importance. Evidence of the apparent control of the chromo- 
mere size gradient by the knob formations independently of the arm 
length is found in the deviating pattern of the left arm of chromosome V. 
As described above, the comparison of the left arm of chromosome V 
with any arm of the same length, as for instance the left arm of chromo- 
some VI, shows that although these two arms are approximately of 
the same length, the rate of decrease in chromomere size is quite different 
in the left arm of chromosome V from the one in the left arm of chromo- 
some VI. An inspection of the chromomeric structure of the left arm 
of chromosome V shows that the existence of an intercalary knob 
formation belonging to the nucleolar organizing region is the apparent 
determining factor of the abrupt fall of the chromomere size in this 
arm. This can be seen from the fact that the chromomeres decrease 
in size from the kinetochore to the intercalary knob formation, and 
from this to the distal knob formation they keep an irregular size with 
no connection with the gradient that originates at the kinetochore. 
The intercalary knob formation apparently not only controls the rate 
of decrease in chromomere size, but also stops the gradient that starts 
at the kinetochore. . 

(b) In arms where no knob formation is present, which end in small 
chromomeres or only in a pair of large chromomeres, as in the right 
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arms of chromosomes III, IV, VI and VII, it can be seen that the rate 
of decrease in chromomere size is not the same in the different arms. 
Whereas in the right arm of chromosome IV, which has approximately 
half the lenght of the right arm of chromosome VII, the decrease in 
chromomere size is sufficiently abrupt to result in the presence of small 
chromomeres at the end of the arm, in the right arm of chromosome VII 
this decrease is, on the contrary, much more smooth. This decrease in 
the right arm of chromosome VII is such that the ehromomere size 
gradient does not finish at the middle of the arm as could be expected 
if the gradient were independent of arm size, but extends itself through- 
out the whole arm, finishing exactly at the end of the arm in chromo- 
meres of the smallest possible size (chromomeres that are near the 
limit of microscopical resolution). The same is true for the right arm 
of chromosome VI, where the rate of decrease in chromomere size is 
adapted to the length of the arm in such a way that the gradient of 


chromomere size which originates at the kinetochore finishes at the . 


arm end, and not at some other region of the arm, in chromomeres 
that are near the limit of microscopical resolution. 

Thus, in the A chromosomes of rye two distinct phenomena appar- 
ently determine the general chromosome pattern: (1) the existence of 
a chromomere size gradient that originates on both sides of the kineto- 
chore, (2) the regulation of the rate at which this decrease in chromo- 
mere size takes place. This regulative process is apparently controlled 
in the first place by the knob formations and, in their absence, by the 
arm length. 

It is of interest, in connection with the existence of this gradient 
ir, the A chromosomes of rye, to point out once more (section VI, 3) 
that in the standard fragment a similar gradient is not present. In the 
long arm of the standard fragment there is no general decrease in 
chromomere size with increasing distance from the kinetochore. The 
size decrease observed in the short arm is not exactly of the same type 
as the one observed in the A chromosomes, the proximal chromomeres 
of the left arm being smaller than those present in the corresponding 
regions of the A chromosomes. As the gradient found in the A chromo- 
somes originates on both sides of the kinetochore, its absence in the 
standard fragment suggests that the kinetochore of this B chromosome 
type has properties which differ from those of the A chromosomes. 
RANDOLPH (1941) found also in maize that whereas the A chromosomes 
of this species have no knob formations in the proximity of the kineto- 
chores, in the typical B chromosome a small knob formation is found 
next to the kinetochore. The distal heterochromatic region of the 
typical B is also nearer the kinetochore than are the similar regions of 


the A chromosomes. 
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LoneLey (1939), in a study of pachytene chromosomes from 74 
varieties of maize of the United States and Mexico, found evidence 
that led him to suggest the existence of a chromosome gradient. Accord- 
ing to Lonetey the effect of the kinetochore upon the frequency of 
knob formations was shown by the failure to find knob formations in 
the close proximity of the kinetochore. Moreover, he found the fre- 
quency of knob formations to be a function of the distance of a knob 
formation building-point from the kinetochore. The depressing effect 
of the kinetochore on the building of knob formations decreases in 
maize as the distance from the kinetochore increases, until a point is 
reached on each arm, where the building of knob formations is at a 
maximum. This change in knob formation building-power was inter- 
preted by LoneLey to mean that each chromosome arm possesses a 
gradient. 

LoneGLeEy used the term gradient with a different meaning than 
that used by me. Here it is employed in a strictly morphological sense, 
whereas LoneLey did not precisely state the meaning of this term. 
The exact meaning of the term gradient, when applied in cytology, 
may be defined elsewhere when more knowledge of this phenomenon 
will be available. However, it may be stated here that the phenomenon 
of the chromomere size gradient is most easily interpreted by assuming 
the streaming of a substance from the kinetochore along the chromo- 
some body, which affects the appearance of the chromomeres and in 
this way partly controls the heteropycnotic appearance of the different 
chromosome regions. DARLINGTON (1951) has assumed the existence of 
a secretion at the kinetochore, in connection with the behaviour of the 
T-ends in maize. 

LoNGLEY’s observations in maize are in good agreement with those 
made here in rye. (1) As pointed out above (section VI, 1), an inspection 
of the chromosome maps will show that a similar situation is found in 
rye chromosomes in regard to the position of knob formations. Here, 
too, there are no knob formations in the close proximity of the kineto- 
chores, which supplements LoNGLEY’s evidence of an effect of the 
kinetochore upon the building of knob formations. (2) The existence 
of a gradient in the chromosome arms, as assumed by LONGLEY, mani- 
fests itself in rye A chromosomes as a general decrease in chromomere 
size, originating on both sides of the kinetochore. (3) In addition the 
evidence presented here reveals that knob formations and the length 
of the chromosome arms apparently have an effect on the shape of 
this gradient. 

The existence of this gradient in the A chromosomes of rye and the 
variation of its shape in relation to knob formation position and arm 
length, indicate that the size of a chromomere is determined not only 
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by its genetic constitution and nuclear environment, but is also depen- 
dent on its position within the chromosome. Experimental evidence 
of such a phenomenon is found in the results obtained by Scuvtrz (1941) 
and by Kaurmann (1948) in Drosophila. These authors found that in 
different types of rearrangements, the nucleic acid content of a disc 
and the appearance of its chromomeres will depend not only on the 
general environment provided within the nucleus but also on its position 
within the chromosome (see also the following section). 


2. The basic chromosome number of rye. 

Chromosomes III and IV resemble each other to such an extent 
that sometimes it is difficult to distinguish between them, especially 
when the arms are not well distended. The same is partly true of chromo- 
somes VI and VII, which also resemble each other, but in this case the 
arm ratio and other features permit to distinguish between them more 
easily. However, it should be emphasized that chromosomes III and 
IV are far from being identical, and when their structure and distension 
are at their best, their differential features appear clearly. 

This partial morphological similarity between chromosomes III 
and IV, and between VI and VII is of special significance in connection 
with the problem of the basic chromosome number of rye and of the 
Gramineae. The suggestion, that the basic chromosome number of 
rye was originally five, based on studies on somatic chromosomes of 
rye, was made by Patuax (1940). Its implications on the basic chromo- 
some number of the Gramineae were discussed by him at the time. An 
alternative view was suggested by Levan (1942), who regarded this 
similarity of the somatic chromosomes of rye as a possible result of 
numerous small changes in these chromosomes. 

Both these interpretations meet with difficulties. In the case of 
the first interpretation it is not easy to understand how the two chromo- 
somes derived from the rest of the chromosome complement have 
become genetically differentiated, as they seem to be today, and yet 
have, at the same time, retained a morphological appearance so similar 
to the chromosomes from which they have been derived. In the case 
of the second interpretation it is also difficult to see what kind of mecha- 
nism could be responsible for a convergent chromosomal evolution 
which would lead to such a morphological similarity between chromo- 
somes of the same complement. 

The existence of a chromomere size gradient in the arms of the A 
chromosomes of rye furnishes the basis of an interpretation that con- 
ciliates the apparent genetic differentiation of these chromosomes with 
their morphological similarity. As pointed out above, owing to the 
existence of a chromomere size gradient and the variation of its shape 
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in relation to knob formation position, and arm length, the appearance 
of a chromomere is not only determined by its genetic constitution 
and nuclear environment, but seems to be also dependent on its position 
within the chromosome. A chromosome of the complement, which 
happens to have arms of approximately the same length as another 
chromosome of the complement, may change genetically by means of 
point mutations and through the repeated occurrence of structural 
rearrangements. However, these chromosome rearrangements may 
not have a great influence on the general appearance of the chromo- 
some, as the appearance of the chromomeres of the displaced segments 
may be affected initially, or after several chromosome generations, by 
the chromomere size gradient present in the chromosome body. 

By this process the chromosomes of rye may have had the oppor- 
tunity to change structurally, to a considerable extent, without appre- 
ciably modifying their morphological appearance. 

There is some data furnishing information on the extent to which 
these chromosomes are genetically differentiated. The A chromosomes 
of rye form normally seven bivalents at metaphase I of meiosis. This 
fact suggests that the degree of genetic differentiation of chromosomes 
III and IV, and VI and VIL is at least sufficiently big to ensure normally 
a bivalent formation. Levan (1942) also observed that in haploid rye 
the pachytene pairing is, to its greatest extent, non-homologous. 

This problem may find an answer in trisomic plant studies as 
carried out by ELLERSTROM (unpublished). If the number of genetically 
differentiated chromosome types is not seven, the number of distinct 
trisomic types will be also lower than expected. If there should exist 
genetical identity between chromosomes III and IV, and chromo- 
somes VI and VII, only three sharply distinct trisomic types instead of 
seven would be found. But owing to the partiai genetic differentiation 
that exists between these chromosomes, four more trisomic types, not 
very distinct or sharply distinguishable, should also be found. 

The degree of genetic differentiation of these chromosomes has 
also a bearing on work with inbred rye. Lunpqvist (1947) is inbreeding 
diploid and tetraploid rye. If diploid rye is already a “partial poly- 
ploid” and tetraploid rye has also, in part, a higher degree of poly- 
ploidy than tetraploidy, the effects of inbreeding in rye should be 
different from those obtained in any other species where ‘pure’ 
diploidy and tetraploidy are found. 


3. Origin of the B chromosomes. 


Although B chromosomes have been found in many plants, their 
origin is unknown. This lack of knowledge may be due to the fact 
that, in most cases, it has been until now impossible or difficult to 
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study these chromosomes at a stage—such as pachytene—where their 
fine structure could be compared with that of the chromosomes of 
the normal complement. It is also due to the fact that these chromo- 
somes seem to be sufficiently evolved to lack any obvious resemblance 
with the A chromosomes. The only tiiree plants, as far as I know, in 
which one has succeeded to study the B’s at pachytene are maize 
(McCiintock 1933), rye (Lima-Dz-Far1a 1948) and Festuca pratensis 
(BosEMaRK 1950). 

A comparative analysis of the B and A chromosomes at pachytene, 
covering many different strains of maize with different position of 
knob formations, was undertaken by Ranpo pH (1941), but even such 
an extensive study did not help to throw any light on the origin of the 
maize B chromosomes. No arm of any of the typical A chromosomes 
resembled the B chromosome type studied in respect to the form and 
relative positions of the euchromatic and heterochromatic parts of the 
chromosome. Nevertheless, as RanpotrPH (1941) points out, these 
studies have shown that there is a considerable diversity of form among 
the A chromosomes, and it is therefore not impossible that further 
studies of a similar character may yield valuable clues to the origin of 
the B chromosomes. An attempt was alsc made to test the possible 
loci of B chromosomes for allelism with a representative group of the 
known mutant genes of maize. These genetic tests failed, however, 
to furnish any evidence for a genetic similarity between the B chromo- 
somes and the A chromosomes. This analysis of maize chromosomes 
reveals that the B chromosomes of maize are rather evolved forms, 
but that at the same time there are no reasons to believe that the 
B chromosomes are not derived from some element or elements of the 
normal chromosome complement. 

In rye, the origin of the B chromosomes remains completely obscure, 
as stated by Miintzine (1950) and by Dartineron (1950). It could be 
ascertained from the present study that the standard fragment of 
rye—like that of maize—is evolved to such an extent that there is no 
segment of the A chromosomes that can be directly homologized with it. 
Nevertheless, the short arm of the nucleolar chromosome of Swedish 
origin shows a certain degree of similarity to this B chromosome type. 
This similarity is accentuated in the short arm of the nucleolar chromo- 
some from a Turkish strain. 

It is, however, clear, as pointed out above, that a complete identity 
between the standard fragment and any A chromosome, or part of an 
A chromosome, should not be expected to be easily found, unless such 
a chromosome type should be arising continuously from the A comple- 
ment. But as the fundamental characteristics of this B chromosome 
type are the same in materials of rather different origin (Mtnrzine 
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1950) there are no reasons to suppose that this B chromosome type is 
arising continuously in different strains of cultivated rye. At the same 
time, the fact that the standard fragment exhibits the same fundamental 
type of structure and pattern as is found in the A chromosomes (sec- 
tion VIII), makes it less probable that this chromosome should be 
derived from some other species. 

It is possible that the formation of B chromosomes from A chromo- 
somes is still taking place in some strain or strains of rye, having wild 
or partially wild origin. In that case, a direct homology might be 
found between the standard fragment and an A chromosome or part 
of an A chromosome. Such an identification might still be made difficult 
or impossible, if the standard fragment is arising by some process that 
causes it, in a few generations, to differ considerably from the A chromo- 
somes. 

As referred to above (section XI, 1), in the B chromosomes of both 
rye and maize the distribution and configuration of the heteropycnotic 
regions in relation to the kinetochore is different from that found in 
the A chromosomes. In rye the chromomere size gradient found in the 
A chromosomes is absent in the standard fragment, this chromomere 
size gradient being primarily determined by the kinetochore. In maize, 
RANDOLPH (1941) found that the position, in relation to the kineto- 
chore, of knob formations and other heteropycnotic regions is not the 
same in B and A chromosomes (see section XI, 1). In both cases the 
kinetochore is directly connected with the structural differentiation 
of these B chromosome types. This phenomenon suggests the possi- 
bility that B chromosomes may have arisen from A chromosomes 
through an hereditary variation in the properties of the kinetochore of 
an A chromosome, or that their process of origin has been accompanied 
by such an hereditary variation. This change in the properties of the 
kinetochore would result in, among other things, a modification of the 
distribution and configuration of the heteropycnotic regions in the 
chromosome body. As a consequence of such a structural differentiation 
of the B from the A chromosomes it would be very difficult to establish 
an homology between the two chromosome types after a few generations. 


4. Chromomeres, heterochromatin and chromosome gradient. 

Two results obtained from the analysis of the chromosome body are 
of importance in connection with the heterochromatic nature of certain 
regions of the chromosome. One is the fact that knob formations are 
composed of fibrillae and chromomeres, like the rest of the chromosome 
body; the other, that the distance between the centres of large chromo- 
meres is smaller than the distance between the centres of small chromo- 
meres (Table 6). 
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In maize, knob formations have been described as “enlargements” 
or “swellings” of the chromosomes (LONGLEY 1939), but in rye, alth- 
ough they look in most cases more compact than the rest of the chromo- 
some body, their chromomeric structure can be readily recognized. This 
compact aspect can be understood by the second observation just 
referred to, viz, that the centres of large chromomeres are nearer to 
each other than the centres of small chromomeres. As large chromo- 
meres have not only a bigger diameter but are also closer to each other 
than the small ones, it is a natural consequence that they partly coa- 
elesc. In this way they give rise, in most cases, to a continuous chromo- 
meric mass, composed of two or more large chromomere pairs, with 
the appearance of what has been called a “knob”. 

The building of such highly positively heteropycnotic regions in the 
pachytene chromosomes of rye as the knob formations, results from 
the repetitive occurrence of chromomeres of large size along a certain 
region of the chromosome, and from the fact that the distance between 
the centres of these chromomeres is approximately the same as their 
diameter. 

Inversely, the formation of highly negatively heteropycnotic regions. 
as the kinetochores, results from the repetitive occurrence of small 
chromomeres along a certain region of the chromosome, which, further- 
more, are separated from each other by a distance much greater than 
the length of their own diameter. 

Regions of the chromosome that are not so highly positively hetero- 
pycnotic as the knob formations, are those adjacent to the kinetochores. 
They represent intermediary conditions between the knob formations 
and the median regions of the arms, considered as euchromatic, where 
chromomeres are on the average of medium size. The same is true of. 
the thin distal regions of the chromosome, which represent intermediary 
conditions between kinetochores and the median regions of the arms. 
In these thin distal regions the fibrillae are sometimes thinner than in 
other regions, which also contributes to their negatively heteropycnotic 
appearance. 

In the median regions of the arms, which are euchromatic, there is 
a repetitive occurrence of chromomeres of a medium size, separated 
by a distance which is also of medium magnitude. From these obser- 
vations it becomes apparent that in rye pachytene chromosomes there 
is no essential difference, at the microscopic level, between the structural 
organization of euchromatic and heterochromatic regions. The diffe- 
rence between euchromatic and heterochromatic regions is found to be 
due to the fact that the latter are formed by seriations of chromo- 
meres of extreme sizes, and especially to the fact that the distance 
between these chromomeres varies inversely to their size, in such a 
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way that the result is a contact or quasi contact between large chromo- 
meres and the spacing far apart of small ones. 

Besides, it should be pointed out, that—as described in section XT, 
1—owing to the existence of a chromomere size gradient in the A 
chromosomes of rye and the variation of its shape in relation to knob 
formation position and arm length, there is an indication that the 
size of a chromomere—and consequently the appearance of a certain 
chromosome region—is determined not only by its genetic constitu- 
tion and nuclear environment, but is also dependent on its position 
within the chromosome. Heteropycnosis appears as a phenomenon 
determined not only by the genetic constitution and nuciear environ- 
ment of a certain chromosome region but also by the position of this 
same chromosome region within the chromosome body (see section XI, 1). 


5. The relation between pachytene and somatic chromosomes of rye. 

A good correlation was found by Morean (1943) between the 
number of the knob formations present in the pachytene chromosomes 
of maize and the number of chromocentres in interkinetic nuclei of the 
same plant. Ts1o and Levan (1950) determined the number of knob 
formations in somatic prophase nuclei of rye after oxiquinoline treat- 
ment. They counted 15 terminal and two intercalary knob formations 
in a prophase nucleus. They also found the knob formation of the 
standard fragment to be of smaller size than those of the A chromo- 
somes, and did not find any knob formation corresponding to the one 
present in pachytene chromosomes at the nucleolar organizing region. 
Yet, as these authors have pointed out, the exact number and location 
of knob formations present after this treatment in the somatic chromo- 
somes of rye must be ascertained in a study of a larger material than 
the one used at that time. The different origin of the strains of rye 
used by these authors and the strains used in the present investigation, 
may also account for some of the differences found. As described in 
section VI, 1, the size of knob formations varies in different rye varie- 
ties. An observation of Ts1o and Levan, that agrees very well with 
the present results, is the finding that in cases when only one end of a 
chromosome has a knob formation that end is usually the end of the 
shorter arm. 

LEwitsky’s scheme of a measured metaphase plate of rye mitotic 
chromosomes (LEwITsKy 1931) agrees well with the length data of 
pachytene chromosomes presented here, if one takes into account the 
variation found among mitotic chromosomes, as described by LEwrrsky. 
Only the length of the nucleolar chromosome does not apparently agree 
with the pachytene results. In Lewirsky’s scheme, this chromosome 
is next in size to the largest, whereas at pachytene it is the smallest or 
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one of the smallest. This apparent contradiction probably originates in 
the fact that Lewrrsxky includes in the length of the nucleolar chromo- 
some the secondary constriction, a region that varies rather exten- 
sively in length with the different fixing mixtures used, and which, 
for this reason, when included in the length of the nucleolar chromosome, 
may appreciably change its total length. I have evidence, from the 
comparison of pachytene chromosomes with somatic metaphase chromo- 
somes belonging to Swedish varieties, which reveals that a careful study 
should be undertaken before a comparison of the nucleolar chromosome 
at these two stages can be safely made. 


6. The degree of heteropycnosis of the B chromosomes. 


B chromosomes are known to be heterochromatic in Zea mays (Ran- 
DOLPH 1941), Narcissus juncifolius (FERNANDES 1939), Sorghum pur- 
pureo-sericeum (DARLINGTON and THomas 1941), Narcissus Bulbocodium 
(FERNANDES 1943 and 1946), Anthoxanthum aristatum (OsTERGREN 
1947), Poa alpina (Mtntzine 1948b), Festuca pratensis (BOSEMARK 
1950), Polycelis tenuis (MELANDER 1950) and other materials. 

Heteropycnosis is a general feature of the B chromosomes, however, 
it does not seem to have a universal occurrence among this type of 
chromosomes. An apparent exception to this rule is found in the B 
chromosomes of Godeiia nutans (HAKansson 1945), and until now the 
B chromosomes of Secale cereale have also been regarded as an exception 
to this general heteropycnotic appearance of the B chromosomes. 
Mintzinc (1943 a and 1944) found no evidence of heteropycnosis in 
these chromosomes, after his studies on root tip mitosis and diplotene, 
diakinesis, metaphase I and anaphase I of meiosis. Recently Ts1o 
and Levan (1950) found—after 8-oxyquinoline treatment of root tips of 
rye—that the B chromosomes in all respects behave just like the A 
chromosomes. Also, the simple analysis of the B chromosomes of 
rye at pachytene (Lima-DE-Faria 1948, and Minrzine and Lima-DE- 
Faria 1949) did not reveal the existence of any conspicuous hetero- 
pycnotic feature of these chromosomes. 


From the comparative chromomeric analysis of the A chromosomes 
and the standard fragment undertaken here, it has been ascertained, 
that this type of B chromosome is not an exception to the general rule 
of the heterochromatic constitution of the B’s, but that it also shows 
a certain degree of heteropycnosis, when compared with the A chromo- 
somes at pachytene. Both the number and extension of positively 
and negatively heteropycnotic regions is bigger in the standard fragment 
than in the A chromosomes. Especially long and highly negatively 
heteropycnotic is the thin distal region of the long arm of the standard 
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fragment in material from Turkey (Minrzine and Lima-pz-Fari, 
unpublished). 

This heteropycnotic appearance of the standard fragment of rye 
at pachytene, and the absence of conspicuous heteropycnotic appe- 
arance of this same chromosome at the other stages of meiosis and 
mitosis, makes this B chromosome type the representative of a form 
of transition between the apparent euchromatic B chromosome types, 
as found in Godetia, and all the other heterochromatic B chromosomes 
described in plant and animal organisms. 


7. Pachytene chromosome ends and T’-ends. 

KATTERMANN (1939) and PrakKen and Minrzimne (1942) have 
found in inbred material of rye an abnormal behaviour of a chromo- 
some pair that seemed to have a terminal kinetochore. The ends of 
the short arms of these chromosomes were stretched and turned to the 
spindle poles. This behaviour was only manifested at meiosis and has 
been called the T-phenomenon. A detailed analysis of this phenomenon 
carried out by PrakKen and Minrzine (1942) and by OsTerGREN 
and PRaKKEN (1946) led these authors to the conclusion that the 
t-chromosome pair did not carry at the end of the short arm a complete 
kinetochore, similar to the localized kinetochore, but that t-ends were 
only similar to the localized kinetochore in some properties. T-ends 
had the same mechanism of movement on the spindle, and chromo- 
somal fibres were also attached to them. 

Nevertheless, the property of the localized kinetochore of holding 
together the two sister chromatids of a chromosome from diplotene to 
second metaphase, was lacking in the t-ends. At anaphase I four sepa- 
rate t-ends could be observed in most cells, and at interphase there was 
no terminal kinetochore connecting the two chromatids. It was also 
observed by these authors (PRAKKEN and Mtnrzine 1942) that, in one 
inbred line, more than one pair of chromosomes were involved, from 0 to 6 
pairs of chromosomes showed the t-phenomenon more or less clearly. 

The chromomeric analysis here undertaken of the pachytene chromo- 
somes of rye, reveals a structural differentiation of these chromosomes, 
that is in particularly good agreement with the different features dis- 
played by the t-phenomenon. 

(1) The t-phenomenon was exhibited by the short arms of a chromo- 
some pair, and in a line with a general t-tendency it also seemed to be 
the shorter arms which were involved in the poleward movement 
(PRAKKEN and Minrzine 1942). A glance at the chromosome maps 
will reveal that all short arms of the A chromosomes possess a knob 
formation (chromosome IV has practically equal arms), whereas only 
three of the seven long arms possess a knob formation. 
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(2) There can be seen in the figures of PRakkEN and Minrzina’s 
work (1942), for instance in Figs. 1—30, a series of examples of a 
t-chromosome pair where the ends of the t-pairs show, in the subterminal 
region, a particular stretching of the chromosome body which can be 
so strong as to result in a thread-like structure, the very end of the 
chromosome being a small blob. In some cases the stretching of the 
subterminal region becomes still more pronounced resulting in a libera- 
tion of the blob from the chromosome body, in which case the blob 
has particularly large dimensions (Figs. 107—119). As can be seen 
from an inspection of the pachytene chromosome maps, the short arms 
of the seven A chromosomes (chromosome IV has practically equal 
arms) end in a knob formation that is preceded by a thin distal region 
(chromosome I having a large chromomere pair in this region), the 
fibrilla pair making the connection of the knob formation with the 
thin distal region being so thin, in some cases (subdivisions 14B, 22 B, 
29 B, 35 B) so as to look like a single thread. 

(3) T-ends possess the property of active mobility on the spindle, 
a property common to all types of kinetochores, but lack the property 
of a special cycle of division present at the localized kinetochore 
-(Lama-DE-Farta 1949b). As pointed out above (section VI, 3) the 
ends of the pachytene chromosomes of rye, specially the ends of the 
short arms, have some structural features in common with the kineto- 
choric regions of the same chromosomes. They represent the only 
regions of the A chromosomes, outside the kinetochoric regions, where 
a seriation of very small chromomeres is accompanied on one side or 
on both (subdivisions 1AB) by chromomeres of large size, the nucleolar 
organizing region (chromosome V) being excepted. Chromosome V can 
be excluded from this comparison, because PRakKEN and MUntTzinc 
(1942) have ascertained that the t-chromosome was not identical with 
the nucleolar chromosome. 

This comparative analysis between those regions of the chromo- 
somes which have manifested the t-phenomenon and the pachytene 
chromosomes of rye reveals that the ends of the pachytene chromo- 
somes corresponding to the t-ends have all a similar structure, and 
that at the same time this structure is partially similar to the one of 
the kinetochoric regions. 

It is a striking fact that the property of active mobility on the 
spindle, a property common to all types of kinetochores, has manifested 
itself exactly at a region of the chromosome where there exists at the 
same time a structure partially similar to the one found at the kineto- 
choric region. The possible existence of a causal relation between the 
t-phenomenon and the behaviour of kinetochores has been discussed 


by Lima-pE-Farta (1949b). 
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8. Structural heterozygosity and the breeding system of rye. 

The heterozygous condition of the chromosome material of rye is 
present in two different forms, viz. One variable form, represented by 
the mosaic distribution of the structural heterozygosity among the 
P.M.C.’s of a single anther, 7.e., inside the same anther the number of 
chromomeres involved in a structural rearrangement varies from P.M.C. 
to P.M.C., or the existence of chromomeres without homologous partner 
or chromomere pairs where one of the partners is of smaller size cannot 
be recognized at the same region of the same chromosome proceeding 
from different P.M.C.’s of an anther. The other, a constant form of 
structural heterozygosity, represented by the case of subdivision 28 C 
of chromosome IV where two chromomere pairs were found to have a 
homologous partner of smaller size. This phenomenon could be identi- 
fied in all P.M.C.’s studied, belonging to two different plants (section IX). 
Thus, there is at the same time, in the chromosome material of rye, a 
constant form of structural heterozygosity and a variable form of 
structural heterozygosity. 

The variation in chromomere number shown by the structural 
rearrangement in different P.M.C.’s belonging to the same plant 
(Table 8), and the incidental occurrence in some P.M.C.’s of chromomere 
pairs lacking a chromomere partner or having a chromomere of smaller 
size, reveal that the chromosomes of these plants are liable to loss or 
gain of parts throughout the cell divisions, that occur during the life of 
the plant before meiosis. 

A parallel case to the structural heterozygosity of rye is found in 
animals. Merz (1939, 1941) found minute rearrangements in wild 
strains of Sciara spp. and in hybrids between species of this genus. 
Duplications or deficiencies involving about 1—3 bands are relatively 
common in the chromosomes of wild flies and their hybrids. Here, as 
in rye, it was difficult to decide whether these small aberrations in the 
salivary chromosomes were to be regarded as duplications or as defi- 
ciencies. What is not stated, in the case of Sciara, is whether these 
minute deficiencies or duplications were constantly present at the same 
locus in every cell or were only found in one or a few cells of the same 
individual. 

Rye, where these phenomena take place, is an organism having 
a breeding system where cross-fertilization is normally the rule. In 
allogamous diploid species as rye, in contrast to autogamous ones, new 
plants are formed, under normal conditions, by union of gametes derived 
from different plants and consequently from individuals having different 
genetical constitution. This fact is in agreement with the constant 
form of structural heterozygosity here described for rye. The variable 
form of structural heterozygosity also found in this material may be 
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regarded as a consequence of this permanent genetic heterozygosity 
of the organism. Finally, it should be pointed out that the minute 
deficiencies or duplications found here in rye, may be responsible for 
the non-viability of a certain number of pollen grains and will conse- 
quently provoke a corresponding amount of sterility in the species, a 
phenomenon exhibited by many organisms where cross-fertilization takes 
place (Mintzine 1939). 


9. The structural unity of the pachytene chromosome. 

The finding of a definite chromomeric structure in the kinetochore 
of rye pachytene chromosomes (Lima-DE-Faria 1949a) revealed that 
the kinetochore is composed of fibrillae and chromomeres quite similar 
in appearance to those existing in the arms of the same chromosomes. 

The further analysis here carried out, of the chromomeric structure 
of rye chromosomes, has furnished the following complementary 
evidence, viz. 

(1) The kinetochoric structure previously described in an A chromo- 
some (now identified as chromosome II) and the standard fragment, has 
now been found in all A chromosomes. The organization of this kineto- 
choric struciure is of the same type in all the seven A chromosomes and 
the standard fragment. 

(2) The chromomeres that are present at the kinetochore are rather 
small, but chromomeres still smaller than these, exist in the thin distal 
regions of the chromosome arms. 

(3) Fibrilla pairs as weakly stained as those that make the connection 
of the kinetochcric chromomeres with the chromomeres of the arms, 
can be found at regular intervals in the arms, and in subdivisions 14 B, 
22 B, 29 B and 35 B the fibrilla pairs making the connection with the 
knob formations are among the most thin and weakly stained of the 
whole chromosome complement. 

From this comparative analysis of the chromomeric structure of 
the chromosome arms and the kinetochores, it becomes clear that in 
rye pachytene chromosomes there is no essential morphological dif- 
ference, at the microscopical level, between the components of the kineto- 
chore and those of the chromosome arms, both chromosome regions 
being composed of chromomeres and fibrillae morphologically identical. 

In organisms like rye, the chromosome is differentiated to such an 
extent, that the chromosome region corresponding to the kinetochore 
appears sharply delimited from the chromosome arms. However, such 
a situation is far from being the rule, and organisms are easily found 
where the pachytene chromosome shows itself to be composed of a 
string of chromomeres and fibrillae, where no differentiation correspond- 
ing to the kinetochore can be easily identified. 














OE Aa 











Chromomere analysis of the chromosome complement of rye. 63 

In Lilium pardalinum (BELLING 1928a) it is very difficult, if at all 
possible, to identify at pachytene the kinetochores of all the chromo- 
somes, owing to the uniformity in size of the chromomeres throughout 
the whole chromosome. The same situation is found in Trillium erectum 
(Husxins and Smirn 1935) where it is also very difficult to identify at 
pachytene the region corresponding to the kinetochore. 

Thus, the degree of differentiation of the kinetochore from the rest 
of the chromosome body is a phenomenon that varies from species to 
species. Besides, there is a series of intermediate forms between com- 
plete absence of any conspicuous kinetochoric differentiation and the 
existence of a well delimited kinetochoric region in the chromosome. In 
Zea mays, the kinetochore is a well delimited region where no chromo- 
meres have yet been described, but where the fibrillae—which seem 
to be in general particularly thick—may be distinguished (see Fig. 2 
of McCuintTock’s paper, 1933); in Secale cereale the kinetochore is also 
well delimited and is composed of fibrillae and chromomeres that can 
be observed particularly well in cells where the chromosome structure 
is at its best (Lima-pE-Far1a 1949a and this paper); in Agapanthus 
umbellatus the delimitation of the kinetochore is still sharp, but here 
the chromomeric structure is much more easily observable (BELLING 
1928b, Dartineton 1933b, GerrteR 1933, Liwa-pE-Faria 1950a); . 
finally in Lilium pardalinum (BELLING 1928a) and Trillium erectum 
(Husxins and Smirx 1935) the kinetochoric region cannot be easily 
identified, the chromosomes not showing any conspicuous differentiation 
that may correspond to the kinetochore. In Lilium pardalinum, where 
BELLING analysed all the chromosomes in a single cell in their total 
length, only chromomeres of approximately the same size and disposed 
at regular intervals could be found throughout the chromosome body 
(Brettine 1928a). 

Along with the kinetochores, the knob formations of pachytene 
chromosomes have been described as distinct regions of the chromo- 
some body. They were described in maize as “enlargements” or “swel- 
lings” of the chromosomes (LoneLEY 1939). The reason for such a 
statement ought to be searched for in the fact that maize is most prob- 
ably not the best material where to make fine analysis of chromomeric 
structure in pachytene chromosomes, and also in the type of fixation 
used by maize cytologists, as pointed out by Lima-pE-Faria (1950a). 

The chromomeric analysis of rye pachytene chromosomes here 
undertaken, reveals that knob formations display the following fea- 
tures, viz. 

(1) There is a series of intermediate stages between a single pair 
of large chromomeres and the largest knob formations found in the 
material of rye here described. 





64 A. Lima-DE-F ari: 


(2) Knob formations are composed of large chromomeres and 
deeply stained fibrillae, these chromomeres and fibrillae being quite 
similar in appearance to those found in other regions of the chromosome 
arms. 

(3) The distance between the centres of large chromomeres is smaller 
than the distance between the centres of small chromomeres (Table 6). 
At the same time the distance between the centres of large chromo- 


meres is approximately of the same length as their diameter. These 


two properties of rye chromomeres help to understand the compact 
appearance shown frequently by knob formations. As large echromo- 
meres have not only a big diameter, but are also so close to each other. 
that the distance between their centres is approximately of the same 
magnitude as their diameter, it is a natural consequence that they 
partly coalesce and in this way give origin, in most cases, to a con- 
tinuous chromomeric mass, composed of two or more pairs of large 
chromomeres, with the appearance of what has been called a “knob’’. 

This structural comparative analysis of on one hand, the part of 
the chromosome arms not including the knob formations, and on the 
other hand kinetochores and knob formations, reveals that in rye 
pachytene chromosomes there is no essential morphological difference. 
at the microscopic level, between the components of the kinetochores, 
those of knob formations, and those of the remaining part of the chromo- 
some arms, all these three chromosome regions being composed of 
chromomeres and fibrillae morphologically identical. Besides, this 
analysis furnishes a series of data that permit an understanding of the 
apparently deviating morphological appearance of kinetochores and 
knob formations. 

The pachytene chromosome appears, at the microscopic level, as 
a structural unity. 


Summary. 

The seven chromosome pairs of the normal chromosome complement 
of Secale cereale (A chromosomes) have been identified at pachytene. 
A detailed chromomere analysis of the A chromosomes and the “‘stand- 
ard fragment” (a type of B chromosome previously described) in- 
cluding the number, size, and sequence of the chromomeres, permitted 
the construction of eight reference maps of these chromosomes. 

(1) There is a good agreement between the chromomere number 
and chromosome length of the different A chromosomes and the standard 
fragment. : 

(2) Knob formations are seriations of large chromomeres and deeply 
stained fibrillae. The 11 knob formations of the A chromosomes plus 
the one of the standard fragment are all accompanied on one or both 
sides by seriations of particularly small chromomeres. The organiza- 
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tion of the kinetochoric structure is of the same type in all the seven 
A chromosomes and the standard fragment. 

(3) Small conspicuous seriations composed generally of two con- 
secutive pairs of larger chromomeres having between them a fibrilla 
pair particularly weakly stained are found at regular intervals in the 
chromosome arms. This results in a regional differentiation of the 
chromosome. : 

(4) The length of the thick regions adjacent to the kinetochores is 
apparently not correlated with arm length. When the length of the 
arm varies it is mostly the median regions—with medium size chromo- 
meres—that vary in length. 

(5) Chromomere pairs having chromomeres of unequal size or 
having one of the chromomere partners absent are found in all chromo- 
somes. This evidence of the structural heterozygosity of the chromo- 
some material of rye is in agreement with the cross-fertilizing breeding 
system of the species. 

(6) A structural rearrangement involving from one to seven chromo- 
mere pairs is present in chromosome VI. The number of chromomeres 
involved in this rearrangement varies from cell to cell, the rearrange- 
ment being absent in some P.M.C.’s. 

(7) Not all chromomeres have the usual round shape but some 
possess a hairy structure. Hairy chromomeres appear with a much 
greater frequency in the positively heteropycnotic regions of the chromo- 
some where chromomeres are large than in the other regions of the 
chromosome where the chromomeres are of medium size or small. 

(8) It could be ascertained that the standard fragment of rye—like 
that in maize—is evolved to such an extent that there is no segment of 
the A chromosomes that can be directly homologized with it. B chro- 
mosomes may have arisen from A chromosomes through a hereditary 
variation in the properties of the kinetochore of an A chromosome, or 
their process of origin may have been accompanied by such a hereditary 
variation. ; 

(9) The standard fragment is not an exception to the general rule 
of the heterochromatic constitution of the B’s since it also shows a 
certain degree of heteropycnosis when compared with the A chromo- 
somes at pachytene.. Both the number and extension of positively 
and negatively heteropycnotic regions is bigger in the standard fragment 
than in the A chromosomes. 

(10) The average distance in micra between the centres of = 
consecutive chromomeres decreases with increasing size of the chromo- 
meres. At the same time the distance between the centres of large 
chromomeres is approximately of the same length as their diameter. 

(11) All A chromosomes possess the same general chromomeric 
pattern with minor variants. In all A chromosomes the chromomeres 
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are particularly large on both sides of the kinetochore. There is a sub- 
sequent general decrease in chromomere size on both sides of the 
kinetochore towards the chromosome ends, where an abrupt increase 
in chromomere size takes place in most cases (knob formations). This 
gradient of chromomere size originates on both sides of the kinetochore 
where chromomeres of large size are found and finishes in chromomeres of 
very small size at the chromosome ends or just behind the knob forma- 
tions when these are present. The regulation of the rate at which this 
decrease in chromomere size takes place is apparently controlled in the 
first place by the knob formations and, in their absence, by the arm 
length. The existence of this gradient and the variation of its shape 
in relation to knob formation position and arm length indicate that the 
size of a chromomere is not only determined by its genetical consti- 
tution and nuclear environment but is also dependent on its position 
within the chromosome. 

(12) Chromosomes III and VI are rather similar to chromosomes IV 
and VII respectively. The existence of a chromomere size gradient in 
the arms of the A chromosomes of rye furnishes the basis for an inter- 
pretation that conciliates at the same time the apparent genetical 
differentiation of these chromosomes with their morphological similarity. 

(13) In rye pachytene chromosomes there is no essential difference, 
at the mircoscopic level, between the structural organization of euchro- 
matic and heterochromatic regions. Heteropycnosis appears as a 
phenomenon determined not only by the genetic constitution and 
nuclear environment of a certain chromosome region but also by the 
position of this same chromosome region within the chromosome body. 

(14) The structural comparative analysis of on one hand, the part 
of the chromosome arms not including the knob formations, and on 
the other hand kinetochores and knob formations, reveals that in rye 
pachytene chromosomes there is no essential morphological difference, 
at the microscopic level, between the components of the kinetochores, 
those of knob formations, and those of the remaining part of the chromo- 
some arms, all these three chromosome regions being composed of 
chromomeres and fibrillae which are morphologically identical. This 
analysis also furnishes a series of data that permit an understanding 
of the apparently deviating morphological appearance of kinetochores 
and knob formations. The pachytene chromosome appears, at the 
microscopic level, as a structural unity. 


Literature cited. 

Betuine, J.: The ultimate chromomeres of Liliwm and Aloé with regard to 
the numbers of genes. Univ. California Publ. Bot. 14, 307—318 (1928a). — Con- 
traction of chromosomes during maturation divisions in Lilium and other plants. 
Univ. California Publ. Bot. 14, 335—343 (1928b). — Bosrmark, N. O.: Accessory 




















4 


Chromomere analysis of the chromosome complement of rye. 67 


chromosomes in Festuca pratensis Huds. Hereditas 36, 366—368 (1950). — BripeEs, 
C. B.: Salivary chromosome maps. With a key to the banding of the chromosomes 
of Drosophila melanogaster. J. Hered. 26, 60—64 (1935). — Camara, A.: Efeitos 
do calor sobre a microsporogénese do Secale cereale. Sci. Genet. 1, 86—102 (1939). 
DaruineoTon, C. D.: The origin and behaviour of chiasmata, VIII. Secale cereale 
(n, 8). Cytologia 4, 444—452 (1933a). — Meiosis in Agapanthus and Kniphofia. 
Cytologia 4, 229—240 (1933b). — Selection and transmission of B-chromosomes. 
John Innes Hort. Inst. Fortieth Ann. Rep. 1949, S.17—18. 1950. — Mendel 
and the determinants, S. 315—332. In Genetics in the 20th century, edited by 
L. C. Dunn. New York 1951. — Danttneton, C. D., and P. T. Tuomas: Morbid 
mitosis and the activity of inert chromosomes in Sorghum. Proc. Roy. Soc. Lond., 
Ser. B No 859 130, 127—150 (1941). —- Fernanpes, A.: Sur le comportement 
d’un chromosome surnuméraire pendant la mitose. Sci. Genet. 1, 141—167 
(1939). -- Sur l’origine des chromosomes surnuméraires hétérochromatiques chez 
Narcissus Bulbocodium L. Bol. Soc. Brot. 17 (2a), 251—256 (1943). — Sur le 
comportement des chromosomes surnuméraires hétérochromatiques pendant la 
meiose. I. Chromosomes longs hétérobrachiaux. Bol. Soc. Brot. 20 (2a), 93—154 
(1946). — Grrrier, L.: Das Verhalten der Chromozentren von Agapanthus wahrend 
der Meiose. Osterr. bot. Z. 82, 277—282 (1933). — HAxansson, A.: Uberzahlige 
Chromosomen: in einer Rasse von Godetia nutans Hiortu. Bot. Not. 1945, 
1—19. — Herrert-Nitsson, N.: Ragféradlingens metodik och principer. Nord. 
Jordbrugsf. 1919, 4—9. — Eine Priifung der Wege und Theorien der Inzucht. 
Hereditas 23, 236—-256 (1937). — Husxrns, C. L., and S. G. Smrru: Meiotic 
chromosome structure in Trillium erectum L. Ann. of Bot. 49, 119—150 (1935). 
KatTTERMANN, G.: Die Chromosomenverhialtnisse bei Weizen-Roggenbastarden der 
zweiten Generation mit besonderer Beriicksichtigung der Homologiebeziehungen. 
Z. Abstammgslehre 70, 265--308 (1935). — Das Verhalten des Chromosoms fiir 
Behaarung roggenbehaarter Nachkommen aus Weizen-Roggenbastardierung in 
neuen Kreuzungen mit Roggen und Weizen. Z. Abstammgslehre 74, 1—16 (1937). 
Ein neuer Karyotyp bei Roggen. Chromosoma 1, 284—299 (1939). — KaurMann, 
B. P.: Chromosome structure in relation to the chromosome cycle. II. Bot. Review 
14, 57—126 (1948). — Kostorr, D.: Chromosome behavior in Triticum hybrids and 
allied genera. II. Tr. Timopheevi (n = 14) x Secale cereale (n = 7). Z. Ziicht., 
Reihe A 21, 378—379 (1937a). — Studies on polyploid plants. XIV. The behav- 
iour of Haynaldia genom in the trigeneric triple hybrid (Triticum dicoccum x 
Haynaldia villosa) x Secale cereale. Bull. Inst. Genetics USSR 11, 10—11 (1937b). — 
Interspecific hybrids in Secale (rye). I. C. R. [Doklady] Acad. Sci. URSS 14, 
213—214 (1937c). — Lamm, R.: Cytological studies on inbred rye. Hereditas 
22, 217—240 (1936). — Levan, A.: Studies on the meiotic mechanism of haploid 
rye. Hereditas 28, 177—211 (1942). — Lewirskxy, G. A.: The morphology of 
chromosomes. Bull. Appl. Bot., Genetics a. Plant Breeding 27, 19—174 (1931). 
Lima-pDE-Faria, A.: B chromosomes of rye at pachytene. Portug. Acta Biol. 
A 2, 167—174 (1948). — The structure of the centromere of the chromosomes of 
rye. Hereditas 35, 77—85 (1949a).— Genetics, origin and evolution of kinetochores. 
Hereditas 35, 422—444 (1949b). — The Feulgen test applied to centromeric 
chromomeres. Hereditas 36, 60—74 (1950a). — Meiosis and pollen mitosis in rye 
under controlled conditions. Hereditas 36, 106—109 (1950b). — The chromosomes 
of Secale cereale at pachytene. Proc. Seventh Int. Bot. Congr. 1950c. — Lsune, 
E. W.: The rye breeding work of the Seed Association. “‘Svaléf 1886—1946” 
(Lund) 1948, 127—134. — Lonetey, A. E.: Knob positions on corn chromosomes. 
J. Agricult. Res. 59, 475—490 (1939). — Lunpevist, A.: On self-sterility and 
inbreeding effect in tetraploid rye. Hereditas 38, 570—571 (1947). — Matuer, 
K.: Statistical Analysis in Biology. London, 1946. 267 p. — Matuer, K., and 
5* 








68 Loa-pe-Fari: Chromomere analysis of the chromosome complement of rye. 


R. Lamm: The negative correlation of chiasma frequencies. Hereditas 20, 65—70 
(1935). -— McCirvtock, B.: A method for making aceto-carmine smears perma- 
nent. Stain Technol. 4, 53—56 (1929). — The association of non-homologous parts 
of chromosomes in the mid-prophase of meiosis in Zea mays. Z. Zellforschg. 19, 
191—237 (1933). — The relation of a particular chromosomal element to the 
development of the nucleoli in Zea mays. Z. Zellforschg. 21, 294—328 (1934). — 
MELANDER, Y.: Accessory chromosomes in animals, especially in Polycelis tenuis. 
Hereditas 36, 19—38 (1950). — Mxtz, C. W.: Observations on the nature and signi- 
ficance of minute chromosomal differences in species hybrids and in ordinary wild 
strains of Sciara. Genetics 24, 105 (1939). — Species hybrids, evolutionary chromo- 
some changes, and the mechanism of chromosome rearrangement in Sciara. Proc. 
VII. Internat. Genet. Congr. Edinburgh 1941, S. 215—218. — Morean jr., D. T.: 
The formation of chromocentres in interkinetic nuclei of maize. J. Hered. 34, 
194—198 (1943). — Minrzine, A.: Apomictic and sexual seed formation in Poa. 
Hereditas 17, 131—154 (1933). — Chromosomenaberrationen bei Pflanzen und 
‘ihre genetische Wirkung. Z. Abstammgslehre 76, 323—350 (1939). — Genetical 
effects of duplicated fragment chromosomes in ryé. Hereditas 29, 91—112 
(1943a). — Double crosses of inbred rye. Bot. Not. 1948, 353—345 (1943b). — 
Cytological studies of extra fragment chromosomes in rye. I. Iso-fragments pro- 
duced by misdivision. Hereditas 30, 231—248 (1944). — Experiences from work 
with induced polyploidy in cereals. “Svaléf 1886—1946” (Lund) 1948, 324—337 
(1948a). — Accessory chromosomes in Poa alpina. Heredity 2, 49—61 (1948b). — 
Accessory chromosomes in Secale and Poa. Proc. Eighth Internat. Congr. of 
Gen. Hereditas Suppl. 1949, 402—411.— Accessory chromosomes in rye populations 
from Turkey and Afghanistan. Hereditas 36, 507—509 (1950). — Cyto-genetic 
properties and practical value of tetraploid rye. Hereditas 37, 17—84 (1951). — 
Minrzie, A., and A. Lma-DE-Faria: Pachytene analysis of standard fragments 
and large iso-fragments in rye. Hereditas 35, 253—268 (1949). — Minrzine, 
A., and R. PrakKEN: Chromosoma] aberrations in rye populations. Hereditas 27, 
273—308 (1941). — NeseEt, B. R.: Chromosome structure. Bot. Review 5, 563—626 
(1939). — Ostrercren, G.: Heterochromatic B-chromosomes in Anthoxanthum. 
Hereditas 33, 261—296 (1947). — Isopycnosis and isopycnotic, two new terms 
- for use in chromosome studies. Hereditas 36, 511—513 (1950). — OsterGReEn, G., 
and R. PRakKEN: Behaviour on the spindle of the actively mobile chromosome ends 
of rye. Hereditas 32, 473494 (1946). — Patuakx, G. N.: Studies in the cytology 
of cereals. J. Genet. 39, 437—467 (1940). — Prsoxta, V. A.: Rye and wheat 
breeding in Finland. Heredity 2, 141—143 (1948). — Praxxen, R.: Studies 
of asynapsis in rye. Hereditas 29, 475—495 (1943). — PraxkKeEn, R., and A. 
Minrzine: A meiotic peculiarity in rye, simulating a terminal cenfromere. Here- 
ditas 28, 441—482 (1942). — RanpotpH, L. F.: Genetic characteristics of 
the B chromosomes in maize. Genetics 26, 608—631 (1941). — Inherited 
differences in pachytene configurations in maize. Genetics 38, 121 (1948). —- Ruo- 
ADES, M. M.: Meiosis in maize. J. Hered. 41, 58—67 (1950). — Ris, H.: The 
structure of meiotic chromosomes in the grasshopper-and its bearing on the nature 
of “chromomeres” and “lamp-brush chromosomes’. Biol. Bull. 89, 242—257 
(1945). — Scuvtrz, J.: The function of heterochromatin. Proc. VII. Internat. 
Genet. Congr. Edinburgh 1941, S. 257—262. — Srars, E. R.: The cytology and 
genetics of the Wheats and their relatives. Adv. Genet. 2, 239—270 (1948). — 
Ts10, J. H., and A. Levan: The use of oxiquinoline in chromosome analysis. 
Anales Est. Exper. Aula Dei 2, 21—64 (1950). — Wuirte, M. J. D.: Animal cyto- 
logy and evolution. Cambridge, 1945. 375 S. 


A. Lima-bE-F aru, Institute of Genetics, Univerr’ty of Lund, Sweden. 





ator eet = 


eases 


ica AIOE AMES ino. Sod 











Plate I (Fig. 1). Reference maps of the seven A chromosomes and the 
standard fragment of Secale cereale at pachytene. 


3 A. Lima-DeE-Faria, Chromomere Analysis. Springer-Verlag, 
Berlin - Géttingen - Heidelberg 
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Chromosoma, Bd. 5, S. 69—80 (1952). 


Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie (Direktor: Prof. Dr. K. Fet1x) 
und dem Max Planck-Institut fiir Biophysik (Direktor: Prof. Dr. B. RasEwsky) 
Frankfurt a. M. 


ELEKTRONENMIKROSKOPISCHE STUDIEN AN FORELLEN- 
SPERMATOZOEN UND IHREN ZELLKERNEN. 


Von 
H. Fiscner, O. Hue und W. Lirpert. 
Mit 6 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 2. Februar 1952.) 


Kiirzlich haben FEeL1x und Mitarbeiter (1951 a, b) iber die chemische 
Zusammensetzung von Zellkernen aus den Spermatozoen verschiedener 
heimischer Forellenarten berichtet. Sie fanden, daB diese nahezu aus- 
schlie8lich aus Desoxyribonukleinséure (DNS) und einem fiir die je- 
weilige Forellenart charakteristischen Protamin bestehen. In den iso- 
lierten Zellkernen konnten komplizierter zusammengesetzte EiweiB- 
kérper oder deren Bausteine nicht nachgewiesen werden, Ribonuklein- 
siure lieB sich nicht auffinden und Alkohol-Atherextrakte enthielten 
nur minimale Spuren von Lipoiden. Phosphatasen waren zwar im 
Zytoplasma, aber nicht im Kern vorhanden. 

DNS und Protamin sind salzartig miteinander verbunden; auf eine 
Phosphorsauregruppe der Nukleinséiure kommt fast genau ein Molekiil 
Arginin aus Protamin. V6llig trockenes Kernmaterial besteht nach 
diesen Analysen zu 61—63% aus DNS und zu 37—39% aus Protamin. 
Berechnet man den Gehalt eines einzelnen Zellkernes — ohne Anspruch 
auf groBe Genauigkeit — nach Auszaéhlung von Kernsuspensionen mit 
bekanntem Phosphorgehalt, so sind 6,3- 10-° mg DNS und 3,7- 10-°mg 
Protamin in ihm enthalten. Mit Hilfe der Loscumiptschen Zahl und 
den bekannten mittleren Molekulargewichten 1a8t sich hieraus noch 
weiter iiberschlagen, daB je Zellkern etwa 4,76-10° Molekiile DNS 
(Molekulargewicht 800000) und mindestens 100mal soviel Molekiile 
Protamin (Molekulargewicht 2000—10000) zur Verfiigung stehen. Aus 
diesen Molekiilen setzt sich somit die genetische Substanz der unter- 
suchten Forellen zusammen. 

Die morphologischen Studien, iiber die hier berichtet werden soll, 

setzen sich zur Aufgabe den von Fetrx und Mitarbeitern gewahlten 
Praparationsgang zur Zellkernisolierung und Aufarbeitung im einzelnen 
zu verfolgen, dabei die Unversehrtheit und Reinheit der Kerne zu priifen 
und, soweit méglich, Aufschliisse tiber die feinere Kernstruktur zu ge- 
winnen. 


Chromosoma. Bd. 5. 5a 
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Methoden. 


Reifes Sperma der Regenbogenforelle (8. irideus) wurde im April 1950 und 
1951, der Bachforelle und des Saiblings (8. trutta und 8S. fontinalis) im Oktober 1950 
durch Streifen ausgesuchter Zuchtforellen des Forellengutes H. Herzberger, Bad 
Homburg v. d. H., gewonnen und wenige Stunden spater verarbeitet. Alle Stadien 
des Praparationsganges wurden im Phasenkontrastmikroskop verfolgt. Ausstrich- 
praparate wurden nach Feulgen, Giemsa und Biondi gefarbt. Zur elektronen- 
mikroskopischen Untersuchung wurden Spermiensuspensionen in physiologischer 
Kochsalzlésung und Proben der jeweiligen Praparationsstufen mit 1 %iger Osmium- 
saure fixiert, mehrfach mit destilliertem Wasser gewaschen und auf die mit Zapon- 
lackfolie iiberzogenen Blenden aufgebracht. AuBerdem wurden die Suspensionen 
direkt auf die Folie aufgetupft und hier erst gewaschen und fixiert. Schrag- 
bedampfungen wurden mit Chrom durchgefiihrt. 


Beobachtungen. 
a) Vollsperma. 


Das Bild des reifen Spermatozoons entspricht dem aller Knochen- 
fische, wie es von Koxrzorr (1906, 1909) nach der Biondi-Farbung 
gezeichnet wurde. Im Vergleich zu Spermatozoen anderer Tierarten 
ist es sehr einfach gebaut. Der oval-runde bis angedeutet herzformige 
Kopf ist 24 lang und 1,7, breit und glinzt im Phasenkontrastmikro- 
skop metallisch gelb. Er ist véllig homogen, enthalt keinen Nukleolus. 
Nicht immer ist das dicht ansitzende Mittelstiick als krépfchenartige 
Vorwélbung zu erkennen. Der 25—35 uw lange Schwanz lauft konisch 
in eine Spitze aus. Nach Biondi-Farbung sind Mittelstiick und Schwanz 
rot gefarbt, die Masse des Kopfes hellgriin. Manchmal laBt sich erkennen, 
daB der Schwanz 0,5 uw tief im Kopf inseriert und in einem eben noch 
erkennbaren roten Kérnchen, dem proximalen Zentriol, endet. (Dieses 
ist zytoplasmatischen Ursprungs; im Verlauf der Spermatogenese nahert 
es sich immer mehr dem Kern, um ihm schlieBlich, wenn der Sperma- 
schwanz voll ausgebildet ist, dicht anzuliegen.) In Froschringerlésung, 
die gegeniiber dem physiologischen Spermaliquor schon schwach hypo- 
tonisch ist, zeigen osmiumfixierte Regenbogenforellenspermien in elek- 
tronenoptischer Darstellung, daB Gr6éBe und Form der Objekte weit- 
gehend erhalten bleiben. Der herzférmige, undurchstrahlbare Kopf 
hat in getrocknetem Zustand eine feinhéckerige Oberflaiche (Abb. 2a) 
und geht in den undurchstrahlbaren Schatten des Mittelstiickes iiber. 
Der Schwanz besteht aus parallel verlaufenden Fibrillen von etwa 
10—20 mu Dicke, deren Zahl auf 11—12 geschatzt wird. Im etwa 4 u 
langen Schwanzende laufen eine oder zwei Zentralfibrillen bis zur Spitze 
durch. Der gesamte Zelleib ist von einer schmalen Plasmahiille umgeben, 
die sich unter der Vorbehandlung abzuheben beginnt und lings des 
Schwanzes als schmaler Saum auf der Unterlage ausgebreitet ist. 
Granulare Elemente sind im Plasma nicht mit Sicherheit zu erkennen. 
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b) Plasmolyse. 

Bei der Verdiinnung des physiologischen Spermaliquors mit Wasser 
setzt eine lebhafte, etwa 30sec andauernde Bewegung der Spermien 
ein. Gleichzeitig beginnt die vorher unsichtbare Plasmahiille um Kopf 
und Schwanz zu quellen. Meist am Schwanz beginnend bildet sich 
eine optisch nahezu leere Blase, die, sich vergréBernd, den Schwanz 
in sich einrollt, mit anderenorts gebildeten Blaschen verschmilzt und 
schlieBlich neben den Kopf zu liegen kommt oder diesen mit einhiilt. 

Wird die Beobachtung so vorgenommen, daB destilliertes Wasser von einer 
Seite her unter das Deckg!as einstrémt, so stellen sich die Spermatozoen zunachst 
gegen den Strom und die zytopl tischen Blaschen vereinigen sich am Schwanz- 
ende. Sie lésen sich mitunter ab, teilen sich und kénnen auch gelegentlich wieder 
zu gréBeren Blaschen zusammenflieBen. 








a b € d 
Abb. la —d. Spermatozoen der Regenbogenforelle, osmiumfixiert a in Froschringer- 
lésung; b—d nach verschicden langer Einwirkung von Wasser. Quellung und anschlieBende 
blaschenférmige Zerteilung der Plasmahiille, Ablésung des Mittelstiickes,des Schwanzes 
und der Plasmahiille vom Zelikern wahrend der Plasmolyse. 1” = 8,6mm. 


Nach Osmiumfixation erscheinen diese Plasmateilchen in Form 
ballonartiger, faltiger Hiillen. Hua und Lippert (1951) haben diesen, 
im Prinzip stets gleichen Vorgang der osmotischen Schwellung zyto- 
plasmatischer Substanz an verschiedenen Blut- und Gewebezellen mit 
Phasenkontrast- und Elektronenmikroskop untersucht. Die von ROTHELI 
und Rotu (1950) beobachteten ,,Kinoplasmablaschen‘‘ am Schwanz 
von Salmonidenspermien erklaéren sich somit als Zeichen beginnender 
Plasmolyse, ganz im Sinne Kottzorrs (1906). Der Schwanz fasert sich 
wahrend der Plasmolyse in seine Fibrillen auf, die ihrerseits in Bruch- 
stiicke zerfallen. Auf die Wiedergabe elektronenmikroskopischer Ab- 
bildungen, welche die beschriebenen zytoplasmatischen Bestandteile 
der Spermatozoen veranschaulichen, muB in dieser Arbeit verzichtet 
werden. 

Bei langer dauernder Plasmolyse lést sich schlieBlich der Kopf aus 
dem iibrigen Spermienleib. Das Mittelstiick unterliegt ebenfalls einer 
Schwellung und lést sich mit dem Schwanz vom Kopf, dessen herz- 
forraige, basale Einkerbung dadurch sichtbar wird (Abb. la—d). Ein 
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kugeliges Gebilde von etwa 0,7 «4 Durchmesser im Bereich des Mittel- 
stiicks bleibt dabei elektronenoptisch undurchstrahibar (Abb. 1c). 


c) Die isolierten Kerne. 

Auf Grund dieser Beobachtung, daB die Spermienzellkerne durch 
die Plasmolyse nach Form und GréBe nicht verindert werden und sich 
sauber vom iibrigen Zelleib trennen lassen, haben FreLix und Mit- 
arbeiter die Isolierung vorgenommen. 


Methode. Das Sperma wurde in vielfachem Volumen eiskalten destillierten 
Wassers plasmolysiert, kurz im Homogenisator (Firma: E. Biihler, Tiibingen) 





a b 
Abb. 2a. Spermatozoen der Regenbogenforelle in Froschringerlésung auf Glasplattc 
aufgetrocknet, durch Gasentladung mit Kohlehaut iiberzogen, diese in Schwefelsiure 
abgelést, mit Chrom schrag bedampft. Protoplasmatische Hiillschicht und Mittelstiick 
haften zum Teil noch an der Kohlehaut. Héckerung der Zellkernoberflache. 54 = 23mm. 


Abb. 2b. Nach Plasmolyse durch wiederholtes Waschen und Zentrifugieren isolierte 
Spermienkerne, Osmiumfixation. 1 = 6,6mm. 


behandelt und durch mehrfaches Zentrifugieren in .destilliertem Wasser solange 
gewaschen, bis das Kernsediment mikroskopisch und elektronenoptisch véllig 
frei von zytoplasmatischen Beimengungen war. Dann waren auch jedesmal die 
Farbreaktionen auf nicht im Protamin vorhandene Aminosauren, wie Thyrosin 
und Tryptophan, negativ. Die so gereinigten waBrigen Kernsuspensionen waren 
im Kiihlschrank etwa 14 Tage haltbar, ohne daB nachweisbare Veranderungen 
auftraten. In Suspensionen von Vollsperma oder ungeniigend vom Zytoplasma 
gereinigten Kernfraktionen quollen die Kerne innerhalb weniger Tage zu einer 
gelartigen Masse — was wohl als Hinweis auf fermentative Wirkungen des Zyto- 
plasmas gewertet werden kann. 

Abb. 2b zeigt, daB die so behandelten Kerne Form und Grobe 
bewahrt haben. Mit Azeton und Ather mehrfach iiberschichtete und 
getrocknete Kerne haben die gleichen Dimensionen, nur sind ihre 


Konturen etwas gewellt. 


d) Die Innenstruktur der Kerne. 
Zur weiteren chemischen Aufarbeitung wurden die Kerne nach dem 
Verfahren von. Mirsky und PoLuistTEeR (1946) in 10%iger NaCl geldst. 
Durch EingieBen dieser Lésung in destilliertes Wasser wurde dann das 
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faserige Nukleoprotamin in praktisch derselben Zusammensetzung wie 
in den urspriinglichen Kernen wieder ausgefallt. Auch dieser Arbeits- 
gang wurde mit morphologischen Methoden kontrolliert. Bei Zusatz 
von 10%iger NaCl-Lésung unter dem Deckglas verlieren die Kerne 
augenblicklich ihren gelben metallischen Glanz, werden grau, ver- 
groBern sich etwas und lésen sich dann sehr rasch auf. Nur bei genauester 
Beobachtung gelingt es, in verschiedenen Zellkernpraparaten an der 





Abb. 3a u. b. Spermienkerne auf der Blendenfolie in 10 %iger NaCl-Lésung gelést und 
in Aqua dest. gewaschen. Teilweise geléstes und zum Teil riickgefalltes faseriges Nukleo- 
protamin, in b mit Chrom schrég bedampft. i0 = 36mm. 


Stelle jeden Kernes ein an der Grenze des Sichtbaren liegendes Kérnchen 
zu entdecken, das meist nach Lésung der Kernmasse aus der optischen 
Einstellebene nach oben steigt. In 5%iger NaCl-Lésung ist der Vorgang 
verzogert und man kann beobachten, daB das Koérnchen an der Basis 
des Kernes in der herzformigen Einbuchtung liegt. La®t man wahrend 
des Lésungsvorganges Wasser zuflieBen, so fallt bereits geléstes Nukleo- 
protamin in Faden aus. Bei Auftrocknung unfixierter Kerne oder ganzer 
Spermien aus urspriinglich isotonischen Lésungen kommt es zu einer 
Konzentration des Salzes und damit ebenfalls zu einer unvollkommenen 
Auflésung der Kerne und beim anschlieBenden Waschen zur Riickfallung 
bereits gelésten Nukleoprotamins, so daB sich Bilder wie auf Abb. 3a 
und b ergeben. Niemals konnte wahrend dieser Vorginge beobachtet 
werden, daB bestimmte Strukturen der Kernmasse ein anderes Verhalten 
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zeigen als das Nukleoprotamin. Bringt man eine Suspension oder ein 
Pulver gereinigter Kerne auf die Zaponlackfolie des elektronenmikro- 
skopischen Objekttragers und legt diesen in mehrfach gewechselte 10 %ige 
NaCl-Lésung und anschlieBend in destilliertes Wasser, so wird das 
Nukleoprotamin gelést und bis auf eine an der Folie haftende homogene 
Schicht abgewaschen. In ihr finden sich als einzige geformte Gebilde 
undurchstrahlbare K6érperchen von etwa 0,2 4 Durchmesser (Abb. 4). 





Abb. 4. Abb. 5. 
Abb. 4. Spermienkerne auf der Folie mit 10 %iger NaCl-Lésung gelést und in Wasser 
gewaschen. Nukleoprotamin bis auf cine homogene Schicht abgewaschen, in dieser als 
einzige geformte Gebilde die Zentriolen, hin und wieder mit cinem Schwanzstummel. 
Abb. 5. Homogene Membran aus Nukleoprotamin, das durch Lésung der Kerne in 10 %iger 
NaCl-Lésung gewonnen und durch Spreitung auf Wasseroberfliche ausgefallt wurde. 
Die cingerissene und eingerolite Membran liegt in der oberen Bildhalfte in mehrfachen 
Schichten iibereinander. 


Diese entsprechen den lichtmikroskopisch sichtbaren proximalen Zen- 
triolen. Hin und wieder hangt an ihnen ein kurzer Stummel der bei der 
Plasmolyse abgelésten Fibrille, die vom proximalen Zentriol durch das 
Mittelstiick hindurchzieht. Dariiber hinaus lieBen sich mit der von uns 
angewandten Methode keinerlei charakteristische Strukturen erkennen, 
die aus nicht in Neutralsalzen léslichem Material; bestehen. 

Die Versuche, AufschluB iiber die Ancrdnung des Nukleoprotamins 
im Zellkern zu gewinnen, brachten nur vorlaufige Ergebnisse. Da 
Dinnschnitte, durch die Kerne nur nach Vorbehandlung zu gewinnen 
sind, die die submikroskopische Struktur weitgehend verandern, wurden 
getrocknete Kerne auf; Glasplatten gequetscht, mit Chrom schrag_be- 
dampft, mit einer Kohlehaut iiberzogen und diese vom Substrat abgelést. 
Dabei erscheint. an den Bruch- und Scherstellen des Kerninneren eine 
feinkérnige Struktur, die auf Kiigelchen von 10—20 mu schlieBen laBt. 
Stellenweise erkennt man eine regelmafBige: Anordnung in parallelen 
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Reihen und in kleineren Bezirken entsteht der Eindruck dichter Kugel- 
packung. ; 
e) Die Untersuchung der Nukleoprotaminlésung. 


Die Lésung aus Kernen in 10%igem NaC! stellt eine farblose, glas- 
klare, auch in starker Verdiinnung duBerst viskése, fadenziehende 
Flissigkeit dar. La®t man das vielfach mit 10%iger NaCl-Lésung 


tu o = 






Abb. 6au. b. Faserige Ausfillung von Nukleoprotaminlésung beim EingieBen in Wasser. 
Mizelle unterschiedlicher Dicke mit einzelnen Zentriolen. 


Abb. 6c. Ausschnitt aus Priparat der Abb. 6b mit scheinbarer Querstreifung. 


verdinnte Nukleoprotamin aus feiner Kapillare auf eine Wasserober- 
flaiche ausflieBen, so spreitet es sich zu einer feinen Schicht. Spuren 
von Oktylalkohol begiinstigen die Spreitung. Nach wenigen Minuten 
wird die Schicht im Schraglicht als grauer Schleier sichtbar. Tropfen 
des Sols, die unter die Wasseroberfliche sinken, umgeben sich in Kiirze 
ebenfalls mit einem hellgrauen Hautchen ausgefallten Nukleoprotamins 
oder zerflieBen vorher in feine Schlieren, die dann ,,gerinnen‘‘. Fischt 
man solche Hautchen mit dem unbespannten Objekttrager heraus, so 
lassen sich elektronenoptisch verschiedene Ausfiallungsformen des 
Nukleoprotamins beobachten. Abb, 5 zeigt eine véllig homogene, leicht 
runzlige, wihrend der Beobachtung eingerissene Membran von Nukleo- 
protamin mit einzelnen proximalen Zentriolen — sehr ahnlich der mit 
anderer Methode gewonnenen Schicht von Abb. 4. Dagegen hat sich 
das Nukleoprotamin in Abb. 6 zu unterschiedlich feinen und groben 
Faden ausgezogen und zu einem Mizellarnetz zusammengelagert. In 
diesem sitzen wiederum die Zentriolen und auBerdem zahlreiche feine 
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- und grobe Knétchen unterschiedlicher GréBe. Im Elektronenmikroskop 
verzieht sich dieses Netzwerk noch unter der Bestrahlung, einzelne 
Faden reiBen ein und weitere Knoétchen entstehen durch Einrollung 
und ,,Schmelzen“‘ des Nukleoprotamins. Diese knotenférmigen Ver- 
dickungen machen stellweise (Abb. 6b) den Eindruck einer periodischen 
Querstreifung. Ihre Variabilitét und ihre Anderung wahrend der elek- 
tronenmikroskopischen Beobachtung machen es jedoch unwahrscheinlich, 
daB es sich hierbei um eine charakteristische Anordnung oder Gliederung 
der Nukleoprotaminmizelle handelt. 


Diskussion. 


Unsere Beobachtungen haben gezeigt, daB sich Spermatozoenkerne 
verschiedener Forellenarten durch Plasmolyse in Wasser und an- 
schlieBende Zentrifugation ohne Verainderung ihrer Form, ihrer GréBe 
und ihrer farberischen Eigenschaften frei von zytoplasmatischen Ver- 
unreinigungen gewinnen lassen. Nach den zur Zeit anwendbaren 
Kriterien entsprechen die isolierten Kerne chemisch und morphologisch 
denen in der intakten Zelle. 

Die Versuche, den inneren Aufbau des Kernes zu erfassen, ergaben 
lediglich, daB dicht an den Kern herangezogen oder in ihn einbezogen 
an der Insertionsstelle des Schwanzes das proximale Zentriol sitzt; es 
macht volumenmaBig etwa 1/1999 des Kernes aus. Chemisch und histo- 
chemisch konnte dieses Kérperchen nicht weiter definiert werden. Die 
Biondi-Farbbarkeit erlaubt keinen Schlu8 auf seine Zusammensetzung, 
die Feulgen-Reaktion und Sudan-Farbung waren negativ. Der eigent- 
liche Zellkern lést sich in m-NaCl vollstandig auf, ohne daB dabei un- 
lésliche Strukturelemente sichtbar wiirden. Sollten solche dennoch 
vorhanden sein, so miissen sie unterhalb der elektronenoptischen Sicht- 
barkeit liegen. Morphologisch kommen wir also zu identischen SchluB- 
folgerungen wie auf Grund der eingangs erwihnten chemischen Ana- 
lysen: der Zellkern der reifen Fischspermien ist ausschlieBlich aus 
Nukleoprotamin aufgebaut. Uber die Anordnung des Nukleoprotamins 
im Zellkern, seiner Leptonik im Sinne Prerrrers (1950), kann nach den 
von uns angewandten Methoden nichts ausgesagt werden. Die in Relief- 
bildern von Kernbruchflachen beobachtete Anordnung kugeliger Partikel 
wagen wir noch nicht zu deuten. Immerhin sei darauf hingewiesen, 
daB Bayxtey (1951) kugelige Gebilde von ungefihr gleicher GroBe, 
etwa 100 A, auf der Oberfliche getrockneter Tropfen oder Ausstriche 
von Natrium-Thymonukleat beobachtete und daB er sie fiir verknaulte 
Fadenmolekiile halt. Die Versuche, wahrend der Lésung und Wieder- 
ausfillung des Nukleoprotamins Innenstrukturen sichtbar zu machen, 
die sich unter Umstianden durch ein anderes Lésungsverhaltnis aus- 
zeichnen wiirden, haben nur gezeigt, daB sich, je nach der angewandten 
Technik, netzig-fadige oder filmartig-homogene Niederschlage ausfillen 
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lassen, die ohne laufende Kontrolle des Priparationsganges leicht als 
praformierte Gebilde angesprochen werden kénnen. 

In letzter Zeit wurde versucht, die chemische und morphologische 
Beschaffenheit des genviischen Materials mit neueren Methoden der 
Zytologie weiter aufzukliren. Mirsky und Pot.ister (1946) haben 
durch Anwendung der differentiellen Zentrifugation die Kenntnisse 
iiber die Zusammensetzung der Zellkerne erweitert. Es kann demnach 
als feststehend gelten, da8 in den somatischen Zellkernen einer Spezies 
stets gleiche Mengen DNS vorhanden sind und in ihren haploiden Ge- 
schlechtszellen jeweils die Halfte davon [VENDRELY und VENDRELY 
(1949a, b)]. Ob das mit DNS salzartig verbundene Eiwei8 von Histon- 
charakter die gleiche qualitative und quantitative Konstanz aufweist, 
ist noch unbekannt. Fest steht auBerdem, daB in somatischen Zell- 
kernen ein 3. Bestandteil vorhanden ist, der aus komplexen Proteiden 
besteht, immer Nukleolenmaterial (RNS) und anscheinend auch die 
meisten der im Kern vorhandenen Fermente enthalt und je nach dem 
Zytoplasmareichtum und dem Funktionszustand der betreffenden Zellen 
einen wechselnden Anteil an der Kernmasse ausmacht. 

Mirsky und Ris (1947a, b; 1949), sowie Ris und Mirsky (1949) 
haben diesen in molarer Neutralsalzlésung unléslichen Kernanteil der 
genetischen Substanz zugeordnet und die von ihm gebildeten faden- 
férmigen Strukturen, die sie aus Ruhekernen isolierten, als Residual- 
chromosomen bezeichnet. Bereits friiher hatten PoLListER und Mirsky 
(1943) ,,Chromosomen“ und CLauDE und Porrer (1943) ,,Chromatin- 
faden“ aus Ruhekernen isoliert. In Anlehnung an die neue Technik 
der differentiellen Zentrifugation mechanisch zerstérter Zellen haben 
inzwischen auch andere Autoren solche Gebilde licht- und elektronen- 
optisch untersucht und entweder gréBere, nukleinsaurehaltige Elemente 
mit den Chromosomen der Metaphase oder feine gewundene Protein- 
faiden mit den Chromonemata identifiziert. Hovantrz (1947) gewann 
solche Kernstrukturen aus Hihnererythrozyten und Poi (1951) aus 
normalen und pathologischen Leukozyten; elektronenoptisch wurden 
sie von HorrMaNN-BERLING und KauscHe (1951) in Homogenisaten 
von verschiedenen Wirbeltierzellkernen und von GuytNnoT und Mit- 
arbeitern (1950) aus den Ovozyten von Amphibien wahrend des Ruhe- 
stadiums dargestellt. 

Besonders eindrucksvoll sind die elektronenmikroskopischen Auf- 
nahmen von YasuzuMI und Mitarbeitern (1951), die solche faden- 
férmige Gebilde groBer RegelmaBigkeit aus menschlichen Leukozyten 
und den kernhaltigen Erythrozyten verschiedener Tiergattungen iso- 
lierten. Auch Prerrrer (1951) kommt auf Grund seiner polarisations- 
mikroskopischen Untersuchungen an den Kernen geziichteter Follikel- 
epithelzellen der Drosophila zu dem SchluB, daB die nach der Methode 
von Mirsky und Ris isolierten Faden echte Chromosomen des inter- 
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mitotischen Kernes — oder zum mindesten ein Modell derselben — 
darstellen. Demgegeniiber haben andere Autoren nach Anwendung 
der gleichen Technik Zweifel an der vitalen Realitét der isolierten 
Gebilde geiuBert. Lams (1949) nimmt an, daB die Zellkerne wahrend 
des mechanischen Homogenisierens zu Faden ausgezogen werden, die 
sich vom Kernrest ablésen und also komplexe Zufallsprodukte sind. 
Auch Catvet und Mitarbeiter (1948) halten die ,,resting chromosomes‘ 
nicht fiir wohldefinierte Struktureinheiten, sondern fiir Bruchstiicke 
des Chromatinnetzes. Ihre elektronenmikroskopischen Aufnahmen sind 
iibrigens unserer Abb. 6 von ausgefailltem Nukleoprotamin sehr ahnlich. 
Gerade dies ist uns AnlaB bei der Deutung elektronenoptischer Befuade 
auf die bekannten Einwinde hinzuweisen, die ZeIcER (1935) bereits 
gegeniiber allen lichtmikroskopisch und farberisch faBbaren Kernstruk- 
turen erhoben hat. ScHNEIDER und HocEBoom (1951) haben vor kurzem 
in einer zusammenfassenden Arbeit iiber die Isolierung von Zellbestand- 
teilen wiederum ahnliche prinzipielle Bedenken gegeniiber der Darstellung 
isolierter Chromosomen aus Ruhekernen geéuBert. Sie halten es fir 
moglich, da8B die beschriebenen Chromosomen nicht als diskrete Struk- 
turen im Ruhekern vorhanden sind, sondern im Moment der Kern- 
ruptur beim Homogenisieren oder Zerquetschen aus submikroskopisch 
verteiltem oder geléstem Materia) gebildet werden. Insbesondere weisen 
sie auf die Verinderungen der Kerne in Elektrolyten, wie etwa Zitronen- 
siure, hin und auf die méglichen Verunreinigungen mit Nukleolen- 
material oder zytoplasmatischen Beimengungen. PiIscHINGER (1950) 
besprach vor kurzem in einer zusammenfassenden Arbeit itiber die 
Struktur des Zellkernes die Frage, wie man sich die Kontinuitaét der 
Chromosomen vorzustellen habe, wenn man mit ihm auf Grund seiner 
lichtmikroskopischen Studien eine mikroskopisch sichtbare Struktur 
des Kernes wihrend der Teilungsruhe ablehnt. Er halt es, wie friiher 
schon ZEIGER (1935) und Frey-Wysstine (1938) fir méglich, daB die 
Persistenz im submikroskopischen Bereich gewahrt ist und daB es der 
Elektronenmikroskopie gelingt, diese Strukturen aufzulésen. Die Frage, 
ob dieses Ziel in den zitierten Arbeiten bereits erreicht ist, kann bei 
diesem Gegensatz der Befunde und Meinungen noch nicht beantwortet 
werden. 

Wenn man jedoch annimmt, daB die Chromosomen oder Chromone- 
mata auch auBerhalb der Mitose persistieren, so miBte man erwarten, 
daB sie nicht nur in den Ruhekernen der Gewebszellen, sondern ebenso 
in den ausgereiften haploiden Keimzellen sichtbar gemacht werden 
koénnen. Mirsky und Ris machen eine knappe Andeutung, daB wahr- 
scheinlich (probably) im Kern von Forellenspermien nach Behandlung 
mit m-NaCl Residualchromosomen zu sehen sind, daB aber quantitative 
Studien dariiber noch nicht vorliegen. Unsere Bemiihungen in dieser 
Richtung brachten ein negatives Ergebnis. Weder chemisch noch 
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morphologisch lieB sich ein ,,dritter Kernanteil“ nachweisen, waihrend 
wir an somatischen Kernen, die wir vergleichsweise untersuchten, diesen 
nicht in molarer Neutraisalzlésung léslichen Anteil beobachten konnten. 
Er kann, wie etwa bei Suspension kernhaltiger Amphibienerythrozyten 
in m-NaCl als blasenférmiger Kernstromaschatten oder wie bei Auf- 
lésung von Thymozytenkernen als verklumpte Faden zurickbleiben. 

Es steht also zur Debatte, ob das genetische Material im somatischen 
Ruhekern und im reifen Spermatozoon in verschiedener Zustandsform 
vorliegt oder ob man den dritten Kernanteil, der nur in den somatischen 
Zellen vorkommt, iiberhaupt zum eigentlichen genetischen Material 
rechnen darf. Mirsky und Ris weisen selbst darauf hin, daB seine 
Zusammensetzung in den verschiedenen Gewebearten mit deren speziellen 
Eigenschaften differiert. Die Kerne der Spermatozoen kann man als 
genetische Sparkerne ansehen. Die Zellen unterliegen keiner Teilung 
mehr, zeigen ein Minimum an Atmung, produzieren vermutlich kein 
Eiwei8 und dementsprechend sind ihre Kerne der zusatzlichen Funktionen 
enthoben, die den Gewebszellkernen entsprechend ihrer Differenzierung 
zuzuordnen sind. Wenn weitere Untersuchungen bestatigen, daB sich 
die Kerne der Spermatozoen generell von somatischen Zellkernen durch 
ihren Mangel an héheren EiweiBkérpern unterscheiden, so wird man 
diese nicht mehr zum genetischen Material im strengen Sinn zahlen 
kénnen. Fordert man ein morphologisches Substrat persistenter gene- 
tischer Einheiten, so miiBte man sich diese demnach ausschlieBlich aus 
Nukleoprotamin aufgebaut denken. 


Zusammenfassung. 

Die Kerne reifer Forellenspermien lassen sich durch Zusatz von 
Wasser, kurzes Homogenisieren und Zentrifugieren ohne Anderung ihrer 
Form und GréBe rein gewinnen. Das morphologische Bild des Spermato- 
zoons und seines Verhaltens wahrend der einzelnen Stufen des Pripa- 
rationsganges wird mit dem Phasenkontrast- und dem Elektronen- 
mikroskop verfolgt. In molaren Neutralsalzlésungen lésen sich die 
Kerne vollig. Geléstes Nukleoprotamin fallt in Wasser als homogene 
Membran oder in verschiedenen mizellaren Formen aus. Elektronen- 
optisch lieBen sich keine Residualchromosomen' oder Chromonemata 
nachweisen, wie sie von anderen Autoren aus somatischen Ruhekernen 
gewonnen wurden. Die Befunde decken sich mit den chemischen Ana- 
lysen von FELIX und Mitarbeitern, nach denen die Kerne der Forellen- 
spermien wahrscheinlich ausschlieBlich aus Nukleoprotamin bestehen. 
Die Frage nach der morphologischen Persistenz der genetischen Ein- 
heiten in Soma- und Keimzellen wird diskutiert. 


Literatur. 


Bay.ey, S. T.: An electron microscope study of nucleic acid. Nature (Lond.) 
168, 470—471 (1951). — Catvet, F., B. Srecet and K. G. Stern: Electron optical 














80 H. Fiscuer, O. Hue und W. Lirrert: Elektronenmikroskopische Studien. 


observation on chromosome structure in resting cells. Nature (Lond.) 162, 305—306 
(1948). — Ciaupe, A., and J. 8. Porrer: Isolation of chromatin threads from 
the resting nucleus of leucemic cells. J. of Exper. Med. 77, 345—356 (1943). — 
Feirx, K., H. Fiscoer, A. Krexets u. R. Mone: Nucleoprotamin. I. Mitt. 
Hoppe-Seylers Z. 287, 224—234 (1951). — Nucleoprotamin. II. Mitt. Hoppe- 
Seylers Z. 289, 10—19 (1951). — Frey-Wysstine, A.: Submikroskopische Morpho- 
logie des Protoplasmas und seiner Derivate. Beriin: Gebriider Borntrager 1938. — 
Guyé&nor, E., et M. Danon: Les chromosomes invisibles des ovocytes de batra- 
ciens étudiés au microscope électronique. C. r. Acad. Sci. Paris 230, 498—500 
. (1950). — Guysnot, E., M. Danon, E. KELLENBERGER and J. WEIGLE: Electron 
micrograph of a chromosome of Triton. Nature (Lond.) 165, 33 (1950). — Horr- 
MANN-BERLING, H., u. G. A. Kauscue: Uber den Aufbau von Interphasenchromo- 
somen. Z. Naturforschg 6b 63—71 (1951). — Hovanrrz, W.: An electron micro- 
scope study of isolated chromosomes. Genetics 32, 500 (1947). — Hus, O., u. 
W. Livrert: Grenzschichten animalischer Zellen im Elektronenmikroskop. Arch. 
exper. Path. u. Pharmakol. 218, 395—401 (1951). — Kotrzorr, N. K.: Studien 
iiber die Gestalt der Zelle. I. Untersuchungen iiber die Spermien und Decapoden 
als Einleitung in das Problem der Zellengestalt. Arch. mikrosk. Anat. 67, 364—571 
(1906). — Studien iiber die Gestalt der Zelle. II. Untersuchungen iiber das Kopf- 
skelett des tierischen Spermiums. Arch. Zellforschg 2, 1—65 (1909). — Lams, 
W. G. P.: Chromatin threads from cell nuclei. Nature (Lond.) 164, 109 (1949). — 
Mirsky, A. E., and A. W. PottisterR: Chromosin, a desoxyribose nucleoprotein 
complex of the cell nucleus. J. Gen. Physiol. 30, 117—148 (1946). — Mirsky, 
A. E., and H. Ris: Isolated chromosomes. J. Gen. Physiol. 31, 1—6 (1947). — 
The chemical composition of isolated chromosomes. J. Gen. Physiol. 31, 7—18 
(1947). — Variable and constant components of chromosomes. Nature (Lond.) 
168, 666—667 (1947). — Preurerr, H. H.: Experiments with chromosomes isolated 
from intermitotic nuclei. Experientia (Basel) 6, 331—337 (1950). — PiscHincEr, A.: 
Uber die Struktur des Zellkernes. Protoplasma (Berl.) 89, 567—587 (1950). — 
Potu, E. E.: Human isolated chromosomes. Normal and pathological chromo- 
somes of leukocytes. Experientia (Basel) 7, 138—142 (1951). — PotuistEr, A. W., 
and A. E. Mirsky: The isolation of chromosomes from resting nuclei. Genetics 
28, 86 (1943). — Ris, H., and A. E. Mirsky: The state of the chromosomes in 
the interphase nucleus. J. Gen. Physiol. 32, 489—502 (1949). — R6rHEti, A., 
u. H. Rorn: Elektronenoptische Untersuchungen an Salmonidenspermien. Rev. 
suisse Zool. .57, 503—510 (1950). — ScunemeErR, W.C., and G. H. HocErsoém: 
Cytochemical studies of mammalian tissues: the isolation of cell components by 
differential centrifugation: a review. Cancer Res. 11, 1—22 (1954). — VENDRELY, 
R., et C. VENDRELY: Sur la teneur ,,individuelle“ du noyau cellulaire en acide 
désoxyribonoucléique et la signification. 1. Internat. Congr. of Biochemistry, 
Cambridge 1949. — La teneur du noyau cellulaire en acide désoxyribonoucléique 
a travers les organes individus et les espéces animales. Experientia (Basel) 4, 
424 (1949). — Yasuzumi, G.: The microstructure of chromatin threads in the 
metabolic stage of the nucleus. Chromosoma 4, 222—231 (1951). — Yasuzumt1, G., 
and G. Mryao: Amino acid constituents of Prochromosomes isolated from blood 
cells of various animals. Science (Lancaster, Pa.) 114, 38—39 (1951). — Yasv- 
zumi, G., G. Mryao, Y. Yamamoto u. J. YoKoyaMa: The microstructure and 
origin of the threadlike bodies isolated from the metabolic nucleus. Chromosoma 
4, 356—368 (1951). — Zeiger, K.: Zum Problem der vitalen Struktur des Zell- 
kerns. Z. Zellforschg 22, 607—632 (1935). | 


Dr. H. Fiscuzr, Dr. O. Hue, Dr. W. Liprert, Max Planck-Institut 
fiir Biophysik, Frankfurt a. M.-S. 10, Forsthausstr. 70. 


























Chromosoma, Bd. 5, 8. 81—112 (1952). 
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UBER DIE SPONTANEN ABERRATIONEN IN DER ANAPHASE 
DER MEIOSIS VON PAEONIA TENUIFOLIA. 


Von 
Hans Marquarpr. 
Mit 12 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 30. Januar 1952.) 


A. Ejiuleitung. 

Unsere Kenntnis der Schaédigungen von Kernteilung und Chromo- 
somen ist durch die neuere Mutationsforschung erheblich erweitert wor- 
den, seit auBer den kurzwelligen Strahlen auch Chemikalien als muta- 
tionsauslésende Agenzien entdeckt worden sind. Wahrend dabei von 
den meisten Autoren die Mitose als Kernteilungsablauf verwendet wurde. 
ist von OEHLKERS und seiner Schule auch die Meiosis herangezogen wor- 
den (Zusammenfassung in OEHLKERS 1949). Entsprechend dem Rahmen 
dieser Untersuchungen an der Meiosis standen die Chromosomenmuta- 
tionen im Vordergrund des Interesses und die Analyse wurde daher in 
der meiotischen Metaphase durchgefiihrt. Die dabei notwendige Bear- 
beitung von umfangreichen Kontrollfixierungen an dem wesentlichen 
Versuchsobjekt, Arten und Kreuzungen der Gattung Oenothera, ergab 
als Nebenergebnis, daB der Prozentsatz spontaner Chromosomenmuta- 
tionen gréBer war als nach dlteren Arbeiten hatte erwartet werden 
konnen (OFHLKERS und LinnERT 1951, Stance 1951, MarquarptT 1951. 
1952 gegeniiber MarquaRDT 1937 und 1941). 

Derartige Metaphasenanalysen sind auch an der Meiosis von Paeonia 
tenuifolia nach Urethan- und Samenextrakteinwirkung durchgefiihrt 
worden (MARQUARDT 1949a, b, OEHLKERS und MarquarpT 1950). 
Dieses Objekt erwies sich insofern besonders giinstig, als die 5 Chromo- 
somenpaare des Satzes bis auf 2 nicht voneinander unterscheidbare 
morphologisch identifizierbar sind. 

Da im Rahmen der Untersuchungen an der Mitose neben der Meta- 
phase auch die Anaphase zur Analyse herangezogen wurde, war eine 
aihnliche Ausweitung auch im Bereich der Meiosis naheliegend. Bei 
Paeonia tenuifolia stellte sich dabei heraus, daB auch im Kontrollmate- 
rial gerade in der Anaphase eine auffallende Mannigfaltigkeit von Chro- 
mosomenaberrationen auftrat, die nur zum Teil zu den typischen Chro- 
mosomenmutationen gerechnet werden konnten und meist Vorstufen 
oder andersartige Stérungen des Chromosoms darstellten. Eine Behand- 
lung chemikalieninduzierter Anaphasepathologien schien uns daher nicht 
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méglich, ohne zuvor die Typen und Haufigkeiten der spontan auftre- 
tenden Aberrationen eingehend darzustellen. 

Wir haben daher aus den Jahren 1943, 1947 und 1951 unsere Kon- 
trollfixierungen von Paeonia zusammengefaBt und an 3122 Anaphase- 
zelien — das entspricht 31 220 Chromosomen — eine Analyse auftreten- 
der Anomalien durchgefiihrt. Entscheidend war dabei die erwahnte be- 
sondere Eignung dieses Objekts, welche nicht nur je Zellkern Art und 
Zahl vorhandener Aberrationen feststellen lieB, sondern auch ihre Ver- 
teilung auf die 5 Chromosomen des Satzes und die Lokalisation auf die 
in 3 Zonen aufgeteilten langen Chromosomenschenkel erméglichte. 


Auf Grund einer Behandlung der einzelnen Aberrationstypen ergibt 
sich, daB sie trotz ihrer zunachst ins Auge fallenden Vielfalt in wenige 
GroBgruppen zusammengefaBt werden k6énnen. Ihre Besonderheiten 
werden in der abschlieBenden Diskussion der Ergebnisse kurz heraus- 
gestellt. Fiir die Gruppe der Aberrationen, welche auf eine Lockerung 
oder Aufhebung des Langszusammenhalts im Chromosom zuriickgeht. 
wird die Frage nach ihrer Entstehungsweise eingehender diskutiert. Da 
hierzu auch die Fragmentationen und Rekombinationen gehéren, erwies 
sich der Versuch, unsere friihere Hypothese der Entstehung von Chromo- 
somenmutationen (MARQUARDT 195(a) auf die ganze Aberrationsgruppe 
auszudehnen, als méglich, und allen Beobachtungen gerecht werdend. 
Auf diese Weise gelang es, zu einer einheitlichen Auffassung von der 
Entstehung sowohl der induzierten wie der spontanen Chromosomen- 
aberrationen zu kommen, soweit es sich um Lockerungen oder Auf- 
hebungen des Laingszusammenhaltes handelt. 


B. Material und Methode. 


Verwendet wurde die im Botanischen Garten der Universitat vorhandene 
Gartenform von Paeonia tenuifolia, welche stark vegetativ vermehrt worden ist. 
Die Fixierungen wurden im Zusammenhang mit noch unveréffentlichten Experi- 
menten als Kontrollen in den Jahren 1943, 1947 und 1951 vorgenommen. In den 
Versuchen 1947 und 1951 bezogen wir noch die ,,Wasserinjektionen“ ein, d. h. die 
Knospen, welche eine Injektion von Aqua dest. 4 Tage vor der Fixierung erhielten 
Diese Erweiterung des Kontrollmaterials war insofern gerechtfertigt, als durch die 
Wasserinjektion an den wesentlichen Punkten der Anaphasenanalyse keine sta- 
tistisch aufweisbaren Differenzen auftraten. 

Da alle Versuche am Standort durchgefiihrt wurden, standen sowohl Experi- 
ment wie Kontrolle in den verschiedenen Jahren nicht unter identischen AuBen- 
bedingungen. Paeonia fiihrt die Meiosis in Freiburg bereits Mitte April durch, wo 
gréBere Temperaturdifferenzen sowohl zwischen Tag und Nacht als auch zwischen 
den Tagen der Meiosis in aufeinanderfolgenden- Jahren bestehen. 

Die Antheren der einzelnen Knospen mit geeigneten Stadien wurden in einem 
Gemisch aus Alkohol 95% : Eisessig = 2,5:1 fixiert, unter Zusatz von Essigsiure- 
karmin bis zur hellroten Farbe. Die Verarbeitung der Fixierungen zu Praparaten 
geschah durch die Essigsiurekarmin-Quetschtechnik. Es wurden zu Langenmes- 








Ah 


ea ial 


ant aia nsdcnid lasn a 

















Spontane Aberrationen in der Anaphase der Meiosis. 83 
sungen nur vollstandig in eine Ebene gequetschte Kerne verwendet; die Messung 
selbst geschah an den nochmals vergréBerten Zeichnungen. 

Optik: Zei8 Forschungsmikroskop, Ol-Immersion Zei8 50mal, Okulare 10mal 
und 15mal. Busch-Zeichenprisma. 


C. Die Anaphasenanalyse. 
I. Der normale Chromosomensaiz. 

Paeonia tenuifolia besitzt haploid 5 relativ groBe Chromosomen, welche durch 
ihre Langenverschiedenheit und die jeweilige Lage des Centromers sowohl in Mitosis 
wie in Meiosis voneinander unterschieden werden kénnen (vgl. STEBBINS 1938). 
Im einzelnen besteht der Chromosomensatz aus einem groBen Chromosom mit 
nahezu medianem Centromer, das wir mit GM (= groB, median inseriert) bezeichnen 
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GM. 


a 
Abb. la u.b. Paeonia tenuifolia. a Metaphase ciner Mitose aus dem Antherengewebe. 
b Spate Anaphase II der Meiosis. Bezeichnung der Chromosomen s. Text. 
Vergr. ctwa 1500. 


aus 2 nicht mit Sicherheit voneinander unterscheidbaren, kiirzeren Chromosomen 
mit ebenfalls nahezu medianem Centromer (Bezeichnung M,+M,=2 mittlere, 
median inserierte Chromosomen), aus einem mit M,-+-M, ungefahr gleichlangen 
Chromosom mit deutlich submedianem Centromer (Bezeichnung SM = submedian 
inseriertes Chromosom) und schlieBlich aus einem kiirzeren Chromosom mit 
subterminalem Centromer (Bezeichnung ST = subterminal inseriertes Chromosom). 

Zur Sicherung dieser chromosomenmorphologischen Feststellungen haben wir 
Messungen an der Metaphase der Mitose von Antherenzellen (Abb. 1a) und an der 
spaiten Anaphase II der Meiosis (Abb. 1b) vorgenommen (Tabelle 1). Dabei be- 
stimmten wir zunachst an je 20 Kernen Langenwerte in p, die sich in den beiden 
gemessenen Zustaénden voneinander unterscheiden, indem die Chromosomen der 
Anaphase II um 1/,—/, kiirzer sind als diejenigen der Mitose-Metaphase. Ferner 
haben wir noch die ,,relative Chromosomenlinge“ ermittelt, welche durch Setzung 
von 100 als Lange simtlicher 5 Chromosomen und durch Umrechnung der Einzel- 
werte erhalten wird. Dabei fallen natiirlich die Differenzen zwischen den 2 Gruppen 
von Langebestimmungen weg. Die sehr gute Ubereinstimmung der relativen Chro- 
mosomenlange auf Grund von Mitose- und Meiosismessungen zeigt dariiber hinaus, 
daB in beiden Zustanden die Identifikation der einzemen Chromosomen fast irrtums- 
frei méglich war. 

Auch in der Anaphase I, die hier im einzelnen analysiert wird, besteht die- 
selbe giinstige Identifikationsméglichkeit der Chromosomen, wie in der Anaphase 
II; nur im Falle von Verzerrungen oder anderen Anomalien kénnen gelegentlich 
Zweifel entstehen. 
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Tabelle 1. Die Chr la von Pi ia tenuifolia in der Metaphase der 
Mitosen des Antherengewebes und in ae spiten Anaphase der zweiten meiotischen 
Teilung. 

Art Chromosom 
der Keres Anzahl gemessener 
pF nny Chromosomen GM M, M, SM ST 
Mitose | 20 | Schenkel (x) 11,9 10,1 | 10,6 89] 9,2 7,9|10,3 6,7111,7 2,6 
Gesamtlange (u)} 22,0+1,0 | 19,5+0,7 | 17,1+0,6 | 17,0+0,5 | 14,3+0,5 
Relative Werte: : 
Schenkel (yz) 13,2 11,0] 11,7 10,0) 10,3 8,8) 11,5 7,5 )12,9 3,2 
Gesamtlange (u)| 24,2+0,3 | 21,7-+0,3 | 19,0+0,3 | 19,0+0,3 | 16,1+0,2 
Meiosis | 20 | Schenkel (1) 5,3 43] 4,7 4,0] 44 3,4) 48 2,9] 49 1,6 
Gesamtlange (u)}| 9,6+0,3 8,7+0,2-| 7,8+0,2 7,7 +0,2 6,5 +0,2 
Relative Werte: 
Schenkel (yz) 13,2 10,8 | 11,3 10,0] 11,1 84/11,8 7,4/12,0 4,0 
Gesamtlange (u)}| 24,0+0,3 | 21,3+-0,3 | 19,5+0,3 | 19,2+0,4 | 16,0+0,3 
Durchschnitt der relativen Werte 
der Gesamtlinge. ..... 24,1 21,5 19,2 19,1 16,1 














Il. Die Aberrationstypen. 
1. Schidigung des Centromers. 


Bereits in der spaten Metaphase werden innerhalb der Bivalente die 
einzelnen Chromatiden der gepaarten Chromosomen durch einen immer 
mehr sich verbreitenden Langsspalt voneinander getrennt. Mit dem Be- 
ginn der Anaphase scheint dann die Chromosomenmatrix vollstandig zu 
schwinden, denn mit dem Auseinanderweichen liegen die Chromatiden 
ohne jede sichtbare Hiille nebeneinander, spreizen oft weit auseinander 
und hangen nur noch im Centromer miteinander zusammen. Diese auf- 
fallige Verselbstandigung der Chromatiden bereits in der spaiten Meta- 
phase ist vermutlich die Voraussetzung fiir die haufigste Centromer- 
aberration, die Verzerrung der Centromerregion. 

Sie besteht in dem Zuriickbleiben eines der 4 vom Centromer ausstrahlenden 
Chromatiden wahrend der Anaphasebewegung, wobei die an sich schon schwach 
farbbare Centromerregion stark verzerrt wird. Haufig ist aber die Entfernung 
zwischen polwarts riickendem Chromosom und zuriickbleibendem Schenkel so groB. 
daB nur noch eine lagemaBige Zuordnung beider Elemente bestehen’ bleibt und 
eine Verbindung zwischen ihnen nicht mehr oder in Form eines feinen Fadens 
sichtbar ist (Abb. 2). Messungen der Linge zuriickgebliebener Schenkel zeigen da- 
bei keine Verkiirzung gegeniiber dem Schwesterchromatid. Daraus geht hervor. 
daB von der Verzerrung praktisch nur die Centromerregion betroffen und nicht 
zusatzlich noch ein centromernahes, voll farbbares Segment des Chromatids aus- 
gezogen wird. 


Charakteristisch fiir die Centromerverzerrung ist ferner die Tat- 
sache, daB das nicht von ihr betroffene homologe Chromosom keine Ver- 
anderung erfahren hat. Es kann daher zwar eine linger dauernde Ver- 
klebung der Enden homologer Chromatiden als Ursache der Verzerrung 
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vorhergegangen sein, aber das homologe Chromosom muB dann die 
Fahigkeit besessen haben, die entsprechende Verzerrung zuriickzubilden. 


Bei der Analyse unserer Quetschpraparate 
zeigte es sich bald, daB geringere Grade einer der- 
artigen Verzerrung wohl auch durch den Quetsch- 
vorgang vorgetauscht werden kénnen. Wir haben 
daher nur diejenigen Falle bei unseren Auszahlun- 
gen beriicksichtigt, bei denen das zuriickgebliebene 
Chromatid weiter als die volle Lange des un- 
verzerrten Schwesterchromatids entfernt ist. 

Unter den 3122 analysierten Anaphasen 
fanden wir 69 Zellen mit einer starken 
Centromerverzerrung, d.h. 2%. Unter 
den insgesamt beobachteten 465 Anaphase- 
anomalien betrigt der Anteil 14,8%. 

Der 2. Typ einer Centromerstérung be- 
steht in einer Kombination von vorzeitiger 
Centromerteilung mit einer Fehlteilung, d.h. 
das Centromer eines in Anaphase begriffe- 





Abb. 2. Anaphase I der Meiosis 
von Paeonia tenuifotia. Inver- 


nen Chromosoms teilt sich vorzeitig und  sionsfolge im M,-Chromosom 
a . ia . (Briickenbildung + Fragment) 
beide Chromatiden werden so selbstindig junktiert, Centromerverzerrung 


voneinander. Dies geschieht aber nicht wie im ST-Chr % ge- 


in der 2. Teilung parallel zur Langsachse, 





zeichnet. Vergr. etwa 1500 


sondern senkrecht zu ihr, so da8B 2 Isochromosomen entstehen (Abb. 3). 
Da hier 2 pathologische Vorginge zusammenwirken miissen, tritt dieser 


Aberrationstyp nur 12mal unter 3122 Zellen, d. h. 
in 0,4% der Zellen auf und unter den 465 Aberra- 
tionen beansprucht er nur 2,6%. 

Eine Dysfunktion des Centromers einzelner homologer 
Chromosomen, welche dadurch keine oder nur eine geringe 
Anaphasenbewegung durchfiihren, ist in unserem Material 
in keinem Fall aufgetreten. Ebenso haben wir auch eine 
Fehlverteilung der Chromosomen an Stelle von 5—5 etwa 
4—6 nicht gefunden. Beide Stérungen der Anaphase 
treten aber bei experimenteller Beeinflussung der Meiosis 
auf (MarquaRDT unveroffentlicht). , 

Da die Chromosomen der Anaphase I sehr sicher 
morphologisch identifizierbar sind, haben wir die 
Verteilung der beiden nachgewiesenen Centromer- 
stérungen auf die 5 Chromosomen gepriift (Ta- 
belle 2). Bei einer gleichmaBigen Verteilung der 
76 analysierbaren Fille auf die 5 Chromosomen 
muBten je Chromosom 15,2 Centromeraberrationen 





Abb.3.5T-Bivalent aus 
der meiotischen Ana- 
phase I von Paeonia 
tenuifolia mit Fehltei- 
lung des Centromers 
(punktiert). Subtermi- 
nal im langen Schenkel 
eine schwach ausge- 
pragte lokale Achro- 
masie. Vergr. etwa 
1500. 


auftreten. Die Gegeniiberstellung derartiger Erwartungswerte mit der 
Beobachtung zeigt, daB hier keine statistisch bedeutsame Differenz 


Chromosoma. Bd. 5. 
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Tabelle 2. Die Verteilung von Centromerverzerrungen und Fehlteilungen 














des Centromers auf den Chr von Pi ia tenuifolia. 
} GM SM M,+M, ST Insgesamt 
Verzerrung....... 10 16 21 17 64 
Fehiteilung. ...... 2 4 5 1 12 
Beobachtet. ...... 12 20 26 18 76 
Erwartet. ji ..% 34 15,2 15,2 30,4 15,2 











vorhanden ist (P= 0,3—0,5); es scheint daher jedes Chromosom des 
Satzes in gleicher Weise empfindlich gegeniiber diesen Stérungen zu sein. 


2. Verzerrungen und lokale Achromasien. 


Ebenso wie Verzerrungen der Centromerregion auftreten, die im vor- 
hergehenden Abschnitt beschrieben wurden, sind auch Verzerrungen an 
einer engbegrenzten Stelle des Chromosoms bzw. Chromatids méglich. 
In diesem Fall erscheint meist ein Chromatid des Anaphasechromosoms 
scharf eingeschniirt und das distale Segment hangt nur noch mit einem 
diinnen Faden mit dem iibrigen Chromosom zusammen (Abb. 4a). Die 
Schwachung im Langszusammenhang des Chromosoms ist dabei offen- 
sichtlich verschieden, da der Verbindungsfaden bald mehr bald weniger 
ausgezogen ist. 

Wenn dabei das Chromatid sich wie eine zahfliissige Masse in den Verbindungs- 
faden zuspitzt, ist der Charakter einer Verzerrung deutlich ausgepragt. Nicht 
selten erscheint aber das Chromatid iiber */, seines Durchmessers scharfkantig durch- 
geteilt, wahrend der Rest einen somit ganz exzentrischen Verbindungsfaden bildet. 
dessen Farbung bald dem Chromosomenkérper gleicht, bald viel schwacher ist 
(Abb. 4b). Es kann hier nicht sicher unterschieden werden, ob es sich dabei um 
eine Matrixverzerrung oder — was wir in vielen Fallen fiir wahrscheinlicher hal- 
ten — um eine echte Halbchromatidfragmentation handelt. 

Derartige stark ausgezogene und nur bei starker Farbung nech sicht- 
bar werdende exzentrische Verbindungsfiden vermitteln zwischen den 
Verzerrungen und den lokalen Achromasien (MARQUARDT 1950, 1951). 
Das ganze Chromatid des Anaphasechromosoms ist hier scharfkantig 
durchgeteilt, wobei entweder diese Achromasie ohne EinfluB auf den 
Langszusammenhang bleibt (Abb. 4c) oder eine gleichzeitige Schadigung 
herbeifiihrt, so daB das distale Segment mehr oder weniger weit in der 
Anaphase zuriickbleibt (Abb. 4d). Auf einen nach wie vor bestehenden 
achromatischen Zusammenhalt weist die trotz der Quetschung bestehen- 
bleibende lagemaBige Zuordnung von abgesetztem Segment und Chro- 
mosomenrestk6rper hin. 

Der einzige Unterschied zwischen verzerrter lokaler Achromasie und vollstan- 
diger Fragmentation liegt somit in dem Vorhandensein bzw. Fehlen einer derartigen 
lagemaBigen Zuordnung. Es ist klar, daB bei der Quetschtechnik gelegentlich eine 
verzerrte lokale Achromasie aus der lagemaBigen Zuordnung gepreBt wird und um- 
gekehrt vielleicht auch eine vollstandige Fragmentation sekundar in eine lage- 
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maBige Zuordnung kommt. Die Grenze zwischen stark verzerrter lokaler Achro- 
po hs Fragmentation ist daher in unseren Praparaten keine ganz 
8C. 2. 

Die meisten lokalen Achromasien betreffen eines der auBerhalb der 
Centromerregion selbstaéndigen Chromatiden. Einige Fille sind aber 
chromeosomaler Natur, d.h. 
umfassen an ein und dersel- 
ben Stelle beide Chroma- 
tiden. Eigentiimlicherweise 
finden sich aber seltene Bilder \j 
ebenfalls ,,chromosomaler 44), let rdictiui aus a iidiaalinad 
Achromasien, beidenen aber Anaphase I von Paconia tenuifloia. a Schenkelver- 
je ein Chromatid der ausein- pone eho peop og et ag 
anderweichenden homologen ST-Chromosoms. c Unvollstandige Chromatidfrag - 

x se mentation in M;. d Dasselbe, doch mit starker 
Chromosomen diese Stérung Verzerrung im ST-Chromosom. Vergr. etwa 1500. 
zeigt (Abb. 5a—c). 

Unter den analysierten 3122 Anaphasezellen treten diese so mannig- 
faltig abgestuften Aberrationstypen 77mal, d. h. in 2,5% auf; sie stellen 
16,6% der insgesamt beobachteten Anomalien. 

76 Verzerrungen bzw. lokale 
Achromasien- haben sick den 
5 Chromosomen von Paeonia 
tenuifolia mit Sicherheit zuord- sei 
nen lassen; ihre Verteilung ist in 
Tabelle 3 zusammengestellt. Den [D} = ¢ ST 
Beobachtungswerten sind Er- a 
wartungswerte gegeniibergestellt. 

Sie wurden so errechnet, daB bei 

einer relativen Gesamtlange von b 

100 zusammen 76 Aberrationen Abb. 5a—c. Chromosomen aus der meio- 
vorhanden sind und nun nach Ta- __tischen Anaphase I von Paeonia tenuifolia. 
belle 1 fiir die Linge dereinzelnen Ges SM-Chromosoms. bund ¢ Fragmentation 
Chromosomen die theoretische pg nen sang erg papers yom 
Aberrationshéufigkeit bestimmt  Anaphase (c); in dem oberen Chromosom von b 
wurde. Der Vergleich beider Zah- *™Serdem noch Halbeb Verer. etwa 1500. 
len zeigt sofort, daB die Vertei- 

lung nicht entsprechend der Chromosomenlange erfolgt. Wahrend zwar 
fiir das GM- und SM-Chromosom die Werte gut iibereinstimmen, liegen 
sie fiir die beiden M-Chromosomen viel zu tief und fiir das ST-Chro- 
mosom zu hoch. 

Dariiber hinaus haben wir die Schenkel der Chromosomen in die 
3 Zonen centromernahe — median — subterminal gegliedert und die 


Verteilung der Verzerrungen und Achromasien auf sie gepriift (Tabelle 3). 
6b 





Chromosoma. Bd. 5. 
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Tabelle 3. Die Verteilung der lokalen Achromasien und Verzerrungen 
auf die Chromosomen von Paconia tenuifolia. 




















GM SM M, + M, 8ST Insgesamt 
Beobachtet. ...... 20 ll 13 32 76 
ae 18,4 14,5 30,9 12,2 
Centromernahe ..... 0 0 1 4 5 
Se ee 23 6 4 14 46 
Subterminal ...... 18 5 8 14 45 





Es zeigt sich dabei, daB die centromernahe Zone am schwachsten, die 
subterminale dagegen am meisten betroffen ist, waihrend die mediane 
eine Mittelstellung einnimmt. Innerhalb der einzelnen Chromosomen ist 
dies vor allem im GM-Chromosom deutlich, wihrend im ST-Chromosom 
sowohl die subterminale wie die mediane Zone gleichermafen betroffen 
ist. In den M, +,M und SM-Chromosomen sind die Werte wohl zu klein, 
um eine sichere Beurteilung zuzulassen. 


3. Die volistiindige Fragmentation, Schwesterchromatid-Rekombinationen 
und der totale Zusammenbruch. 


Charakteristisch fiir die vollstindige Fragmentation ist die Tatsache, 
daB das Fragment zum Chromosomenrestkérper ohne jede raéumliche 
Zuordnung liegt. Diese Aberration stellt somit einen Extremzustand 
der im Vorhergehenden beschriebenen lokalen Achromasie bzw. Schenkel- 
verzerrung dar; auf die bestehenden gelegentlichen Ubergange haben 
wir bereits verwiesen. 

In den meisten Fallen sind die Fragmente keiner geregelten Bewegung in der 
Anaphase fahig und bleiben zwischen den Polen zunachst liegen (Abb. 5a). Ge- 
legenilich hangen sie sich jedoch an ein intaktes Chromatidende desselben oder 
eines anderen Chromosoms an und sind meist mit einer schwach farbbaren Zone 
mit ihm verbunden. Von einer dasselbe Bild bietenden subterminalen lokalen 
Achromasie sind sie giinstigenfalls durch ausgesprochene Kugelgestalt des ange- 
hefteten Fragments unterschieden. Meist gelingt aber die Unterscheidung nur 
durch sorgfaltige Analyse des Chromosomensatzes. 

Unter 3122 Anaphasezellen sind 70 mit vollstindigen Fragmenta- 
tionen aufgetreten, d. h. 2,3% ; von den insgesamt 465 Aberrationen be- 
trigt ihr Anteil 15,1%. 

57 vollstindige Fragmentationen haben sich auf. den Chromosomen 
zweifelsfrci lokalisieren lassen ; ihre Verteilung ist in Tabelle 4 zusammen- 
gestellt, und wieder wurde, wie bei den lokalen Achromasien die ent- 
sprechenden Erwartungswerte berechnet. Dariiber hinaus ist in ihr auch 
die Verteilung der Briiche auf die 3 Zonen der langen Chromosomen- 
schenkel angegeben. Es findet sich dabei sowohl hinsichtlich der Bruch- 
haufigkeit einzelner Chromosomen wie hinsichtlich der Bruchverteilung 
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Tabelle 4. Die Verteilung der vollstindigen Fragmentationen auf die Chromosomen 
von Paeonia tenuifolia. 














GM sM M,+™M, sT Insgesamt 
Beobachtet. ...... 10 13 11 23 57 
Erwartet. ....... 13,7 10,9 23,2 9,2 
Centromernahe ..... 0 0 1 6 rf 
Mee ee. fees te 4 6 3 8 19 
Subterminal ...... 8 7 5 9 29 











auf die Chromosomenzonen dasselbe Verhalten, das die lokalen Achro- 
masien (Tabelle 3) gezeigt haben: zu geringe Bruchhaufigkeit von M, +- 
M,, zu hohe von.ST und starker Abfall der Fragmentationen von sub- 
terminal zu centromernahe. 

Die meisten Fragmentationen sind chromatidal 
erfolgt; nur 10 Fragmentationen betreffen beide 
Chromatiden eines Chromosoms und von ihnen 
zeigen 8 Schwesterchromatid-Rekombination, d.h. 
sowohl im centromerfiihrenden Chromosomenrest € 
wie im Fragment sind die beiden Bruchflichen bb. 6. GM-Chromo- 
bogenférmig miteinander rekombiniert (Abb. 6). Sven Oey nn 
Diese Schwesterchromatid-Rekombinationen schei-  Paconia tenuifolia mit 
nen, soweit die geringen Zahlen dies iiberhaupt exombination nach 
beurteilen lassen, auf allen Chromosomen un- “ar Deus 
gefahr gleich haufig aufzutreten. Fragmentationen _ tion. Vergr. etwa 1500. 
an identischer Stelle von Chromatiden homo- 
loger Chromosomen, vergleichbar den erwahnten lokalen Achro- 
masien haben wir in unserem Material nicht gefunden. 

Wesen*lich bei den Befunden an vollstaéndigen Fragmentationen ist 
die Tatsache, daB ihre Verteilungsweise genau derjenigen der lokalen 
Achromasien entspricht. Wir sind daher berechtigt, beide Aberrations- 
typen zusammenzufassen fiir die Beantwortung der Frage nach ihrer 








Tabelle 5. Die Ausdehnung lokaler Achrcmasien und tollstindiger Fragmente 











auf dem Chr querschnitt. 
Halb- Auf homologen 
chromatidal Chromatidal | Chromosomal Chromatiden Insgesamt 
8 106 13 6 133 














Ausdehnung iiber den Chromosomenquerschnitt (Tabelle 5). Als halb- 
chromatidale Schidigungen treten nur lokale Achromasien auf. Ihre 
Zahl ist unvollsténdig bestimmbar, da sowohl Zufilligkeiten der Fixie- 
rung bzw. Quetschung wie ihre unscharfe Grenze zu Schenkelverzer- 
rungen mit fadiger Verbindung Unsicherheit hervorrufen. Ferner sind 














90 Hans Marquarpr: 
die an identischen loci beobachteten Veranderungen auf den aus- 
einanderweichenden homologen Chromosomen nur lokale Achromasien 
(Abb. 5b, c). Gegeniiber der hohen Zahl typisch chromatidaler Schadi- 
gungen treten die genannten und die chromosomalen Stérungen fast 
ganz zuriick. 

Sowohl bei den lokalen Achromasien wie bei den vollstandigen 
Fragmentationen ist nur ein einzelnes Chromosom des Kernes, selten 
2 oder mehrere betroffen. Unter dem gesamten Anaphasematerial 
haben wir aber 9mal, d.h. nur in 0,29% ein Bild gefunden, bei dem 
der ganze Chromosomensatz bis zur Unkenntlichkeit in gréBere und 
kleinere Fragmente zerfallen ist 
(Abb. 7); wir haben nach Ein- 
wirkung verschiedener Chemi- 
kalien auf die Meiosis diesen 
auffailligen Aberrationstyp be- 
reits gefunden und als ,,totalen 
Zusammenbruch“ _beschrieben 
(MarquarpT 1950, 1951). Spon- 
tan tritt er vorwiegend alle 
Chromosomen umfassend auf 
J und nur selten sind 1 oder 2 Bi- 
Abb. 7. Meiotische AnaphaseI von Paconia Valente soweit ausgenommen , 
tenuifolia mit totalem, alle Chromosomen gp gie noch identifiziert wer- 


gleichmaBig erfassendem Zusammenbruch. 3 
Vergr. etwa 1500. den kénnen. 





4. Die Verklebungen. 


Bei der Besprechung der Centromer- und Schenkelverzerrungen haben 
wir bereits darauf hingewiesen, daB méglicherweise an ihrem Zustande- 
kommen Widerstinde bei der Anaphasebewegung beteiligt sind. Sie 
manifestieren sich in zahlreichen Kernen in Form von Verklebungen. 


~~ Normalerweise lésen sich die Endbindungen, welche die homologen Chromo- 
somen verbinden (vgl. den folgenden Abschnitt) mit dem Beginn der Anaphase 
ziemlich gleichzeitig, so daB die Chromosomen mehr oder weniger einheitlich zu 
den Polen riicken. Gelegentlich tritt aber in der Korrelation von Bindungslésung 
und Anaphasebeginn eine Stérung ein, so daB einzelne Chromosomen langer in der 
Aquatorialplatte zuriickgehalten werden. Da sich eine derartige leichte Stérung 
aber im weiteren Verlauf ausgleicht, kann hier noch nicht von einem echten aberran- 
ten Zustand gesprochen werden. 

Erst wenn nach Abschluf der Polwanderung die Endbindung meist nur zwischen 
einem Chromatid eines Bivalentes nicht gelést ist, haben wir dieses Bild als pathe- 
logisch gewertet und gezahlt (Abb. 8a). 


Eine derartige nichtgeléste Endbindung gleicht auf den ersten Blick 
einem echten, bizentrischen Chromatid, welches durch Rekombinations- 
vorgange entstand. In den meisten Fallen unterscheidet sich aber die 




















Spontane Aberrationen in der Anaphase der Meiosis. 91 
terminale Verklebung von einem bizentrischen Chromatid durch die 
hellere Farbung der Endbindung, die nur selten undeutlich ist. Bei 
einiger Ubung sind hier kaum Verwechslungsméglichkeiten gegeben. 
Wahrend bei diesem Verklebungstyp die Endbindung nicht gelést werden 
konnte, sind bei weiteren Erscheinungsformen meist lokal eng begrenzte Stellen 
auf dem Chromatid miteinander verklebt und bis zum AbschluB der Anaphase- 
bewegung nicht auseinandergekc (Abb. 8b), oder das Chromatid ist an einer 
anderen Stelle durch den immer starker gewordenen Zug durchgerissen. Diese 
Bilder sind unter den ,,physiologischen Stérungen“ 


(MarquaRDT 1949c, 1950) nach experimenteller 
Einwirkung oft beschrieben worden. Wichtig ist 
in diesem Zusammenhang aber der Nachweis ihres F 
auch spontanen Vorkommens. 
Unter 3122 Anaphasen zeigen 74, d.h. 
2,4% Verklebungen zwischen je einem Paar 








homologer Chromatiden eines Bivalentes; 

4mal ist eine Verklebung beider Chroma- 

tiden eines Schenkels erfolgt. Die Zusam- 

menstellung der Lokalisation von 71 zweifels- 

frei analysierbaren Verklebungen in Ta- a b 

belle 6 zeigt deutlich, daB iiber die Hilfte 5» sau. b. Bivalente aus 
von ihnen durch nichtgeléste Endbindung, 4¢r meiotischen Anaphase I 
d. h. terminal zustande kam. Von den iibri- Marbig ae na mt che 
gen ist die iiberwiegende Mehrzahl sub- ler Verklebung zwischen 


: homologen Chromatiden. 
terminal erfolgt. Vergr. etwa 1500. 


Tabelle 6. Die Verteilung der Verklebungen zwischen Chromatiden 
auf die Chromosomen von Paeonia tenuitfolia. 























GM SM M, + M, ST Insgesamt 
Beobachtet. ...... 23 13 21 17 74 
Krwartet.. 29. 0 ese en 17,8 14,1 30,2 11,9 P=0,1 
Terminal: 45, subterminal: 23, median: 3, centromernahe: 0 71 


5. Die bizentrischen Chromatiden. 


Von den terminalen Verklebungen sind bei einiger Ubung mit Aus- 
nahme seltener Grenzfille echte bizentrische Chromosomen- bzw. Chro- 
matidbriicken sicher zu unterscheiden. Sie treten in unserem Material 
nur chromatidal auf; wir haben keinen Fall eines Chromosomenschenkels 
mit 2 bizentrischen Chromatiden gefunden. Das Auftreten bizentrischer 
Chromatiden ist fast immer mit dem Vorhandensein eines Chromatid- 
fragmentes von wechselnder Lange kombiniert (Abb. 2), so daB wir es 
hier mit dem typischen Bild einer seit RicHaRDson (1936) bei Lilium 
und Dark (1936) bei Paeonta immer wieder beschriebenen ,,Inversions- 
briicke“‘ zu tun haben. 
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Diese aberrante Konfiguration kann unter giinstigen Lagebedingungen bereits 
in der spéten Metaphase erkannt werden. Eine fiir das Versténdnis der Vorausset- 
zungen der Anaphasebewegung in der Meiosis besonders aufschluBreiche Konfigura- 
tion haben wir in Abb.9 photographiert und schematisch interpretiert. Hier 
sind ausnahmsweise die zum spateren achromatischen Fragment bogenférmig 
rekombinierten Chromatiden von ihren Schwesterchromatiden frei geworden, so 
daB sich ihr Bogen nach auBen umschlagen konnte. Dadurch ist deutlich geworden, 
daB die Schwesterchromatiden in der Metaphase der Meiosis durch typische ,,End- 
bindungen“ zusammengeschlossen sind. Durch Terminalisation der Chiasmen wer- 
den dann aus ,,Endbindungen“ zwischen Schwesterchromatiden echte Endbindun- 
gen zwischen homologen Chromosomen. Hier ist somit an einer aberranten Figur 


CE 


Abb. 92—c. Paeonia tenuifolia. Metaphase I, GM-Chromosom mit Inversionsbriicke, 
die Chromatiden (das spitere azentrische Fragment) ausgeklappt. a Photo; 
Vergr. etwa 1800. b Schema. c Zustand vor Ausklappen der Chromatiden. 





demonstriert, daB der Ubergang von interstitiell angeordneten Chiasmen zu End- 
bindungen eine terminale Verklebung der Schwesterchromatiden zur Voraus- 


setzung hat. 

Die Inversionsbriicke + Fragment ist eine haufige Aberration in den 
von uns untersuchten, unbehandelten Paeonien; unter den 3122 analy- 
sierten Zellen enthalten sie 146, d. h. 4,7%, von den 465 beobachteten 
Anomalien entfallen auf die Inversionsbriicken somit 31,4%. 

Thre Verteilung auf die einzelnen Chromosomen ist in Tabelle 7 dar- 
gestellt. Da sie — gleichgiiltig wie sie im einzelnen interpretiert werden — 


Tabelle 7. Die Verteilung bizentrischer Chromatiden auf die Chromosomen 
von Paeonia tenuifolia. 














GM SM M, + M, ST Insgesamt 
Beobachtet. .... gs 16 15 lll 4 146 
Erwartet. ....... 37,5 25,3 58,2 25,0 











mindestens 1 Chiasma zu ihrem Zustandekommen ben6tigen, haben wir 
auf Grund der Chiasmafrequenz der Chromosomen den Beobachtungs- 
werten Erwartungswerte gegeniibergestellt. Einer durchschnittlichen 
Chiasmafrequenz von 9,51 je Zelle (MarquaRpT unveréffentlicht) ent- 
sprechen 146 Inversionsbriicken; auf Grund der durchschnittlichen 
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Chiasmafrequenz der einzelnen Chromosomen wurden nach diesem An- 
satz die Erwartungswerte der Tabelle 7 berechnet. Es ergibt sich bereits 
ohne statistische Absicherung, daB zwischen der Zahl der Inversions- 
briicken und der Chiasmafrequenz der einzelnen Chromosomen keine 
Korrelation besteht. Dariiber hinaus zeigt der um das 10fache héhere 
Beobachtungswert der M, + M,-Chromosomen an, daB die Bildung der 
Inversionsbriicken auch ohne Zusammenhang mit der Chromosomen- 
lange sein muB. 

Die Lange der die dizentrischen Chromatiden begleitenden Fragmente 
ist sehr verschieden. In den meisten Fallen bleiben sie zwischen den 
Polen zuniachst liegen, nicht selten hangen sie sich jedoch, vor allem 
wenn es sich um mehr oder weniger kugelfo6rmige kurze Fragmente han- 
delt, an das Ende irgendeines Chromatids an, wobei die Verbindung 
durch eine meist heller gefirbte Zone hergestellt wird. In dieser Be- 
ziehung verhalten sie sich somit wie die bereits beschriebenen selbstan- 
digen Fragmente ohne dizentrische Chromatiden. 


Tabelle 8. Die Lokalisation der Inversionsfolgen, nach der Fragmentlainge 














auf die Zonen der langen Chr schenkel projiziert. 
GM SM M, + M, ST Insgesamt 
Centromernahe. ... . 4 3 16 1 24 
Median ........ 4 1 20 2 27 
‘ Subterminal .. ..... 8 10 75 1 94 
16 14 111 4 145 

















Wenn man die Linge der Fragmente auf die dizentrisch gewordenen 
Schenkel projiziert, dann erhalt man die in Tabelle 8 angegebene Lokali- 
sation auf den langen Chromosomenschenkeln. Vor allem die subtermi- 
nale Zone ist von ihnen betroffen, wahrend etwa 4mal seltener Fragment- 
langen auftreten. die vom Chromosomenende an gerechnet bis in die 
mediane oder centromernahe Zone reichen. 


Ill. Die Verteilung der Aberrationen auf die Zellen. 

Im vorhergehenden haben wir die einzelnen Typen der aufgefundenen 
Aberrationen beschrieben. Zur Erleichterung des Uberblicks seien in 
Tabelle 9 nochmals ihre Haufigkeiten zusammengefaBt. Es ergibt sich 
dabei zunichst die erstaunliche Tatsache, daB in 14,9% der meiotischen 
Anaphasen von Paeonia tenuifolia Chromosomenaberrationen auftreten. 
die sich in der angegebenen Weise auf die einzelnen, im vorhergehenden 
beschriebenen Typen verteilen. Das vielfaltige Spektrum der einzelnen 
Aberrationen zerfallt dabei in 3 auffallig scharf gegeneinander abgeho- 
bene Haufigkeitsklassen: An der Spitze stehen mit fast 5% die Inver- 
sionsfolgen, dann folgen einheitlich mit 2—3% die Centromerverzer- 
rungen, die lokalen Achromasien. die vollstaéndigen Fragmente und die 
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Verklebungen. Als seltene 
Typen mit 0,2—0,4% tre- 
ten in den Anaphasen bei 
Paeonia die Fehlteilung 
des Centromers, die 
Schwesterchromatid - Re- 
kombination chromoso- 
maler Fragmente und 
der totale Zusammen- 
bruch auf. 

Diese Tabelle J4Bt sich 
vereinfachen, wenn wir dic 
Aberrationstypen ahnlichen 
Charakters zusammenfassen. 
So lassen sich die Centromer- 
verzerrungen und -fehlteilun- 
gen zu ,,Centromerschiden“ 
vereinigen ; die lokalen Achro- 
masien als Vorstufen der 
Fragmentationen ergeben zu- 
sammen mit den vollstandi- 
gen Fragmentationen und 
Schwesterchromatid - Rekom- 
binationen die Rubrik ,,Brii- 
che und Vorstufen‘. Die 
iibrigen Typen dagegen tra- 
gen soweit selbstandige Ziige, 
daB sie ohne Zwang nicht 
zusammengefaBt werden kén- 
nen (Tabelle 10). Durch die- 
ses Vorgehen wird die Scharfe 
der Trennung in die 3 Haufig- 
keitsklassen nicht verwischt. 
In den Bereich der Klasse 
4,5—5% riickt neben die 
Inversionsbriicken jetzt die 
Gruppe ,,Briiche und_ ihre 
Vorstufen“ auf. Centromer- 
schaden und Verklebungen 
bilden die Mittelklasse mit 
2,4—2,6%, wahrend die tota- 
len Zusammenbriiche als ein- 
zige mit ihren 0,3% die sel- 
tenste Klasse reprasentieren. 

In_ den_bisherigen 
Zusammenstellungen ist 
stets so gerechnet worden. 
daB die Aberrationen je 
Zelle angegeben wurden. 
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Tabelle 10. Vereinfachte Zusammenstellung der Hiufigkeit beobachteter Aberrationstypen in den verschiedenen Jahren. 
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Waren aber in einer einzigen Zelle etwa 3 pathologische Bilder beob- 
achtet worden, dann wurde gezahlt, als ob 3 Zellen mit je einer Aberra- 
tion gefunden worden waren. Es ist daher notwendig, zum SchluB die 
Zahl der Aberrationen je Zelle anzugeben (Tabelle 11). Das ist fiir alle 
Typen auBer dem totalen Zusammenbruch sinnvoll, denn es handelt sich 
bei ihnen durchweg um Einzelereignisse an irgendeiner Stelle des Chro- 
mosoms. Charakteristisch fiir den totalen Zusammenbruch dagegen ist 
die Massenfragmentation einzelner oder aller Bivalente ; dieser Typ stért 
daher diese Zusammenstellung, in der die Zahl der Aberrationen von 0 
iiber 1, 2, 3 Aberrationen steil sbfallt, so daB der Zusammenbruch eine 
eigene Rubrik ,,4—co Aberrationen“ erfordert. 


Tabelle 11. Die Zahl der Zellen mit 0, 1, 2 und mehr Aberrationen. 
































Jahr 0 1 2 3 4—0o Insgesamt 
1943 | beobachtet | 1242 | 181 2 0 6| «(OO 3 1447 
erwartet 1224,0 | 204,9 | 17,1 | 1,0 me 
1947 | beobachtet | 592 69 12 2 ni 675 
erwartet 583,0| 35,6 | 60 | 0,0 sles 
1951 | beobachtet | 874 | 110 8 2 6 1000 
erwartet 55,6 | 133,5 | 10,4 | 05 ie 
beobachtet | 2708 | 360 41 4 9 3122 
erwartet 2708,2 | 360,3 40,0 4,1 0,4 

(2690,6) | (392,4) | (28,6) | (1,4) = (3113) 


Zu den beobachteten Werten der Jahre 1943, 1947 und 1951 haben 
wir als Erwartungswerte die negative Binomialverteilung! und die 
Poissonverteilung (in Klammern) zugefiigt. Die mit den erhaltenen 
Werten gut iibereinstimmende Binomialverteilung, eine spezielle Lzxts- 
sche Verteilung entsteht, wenn der Mittelwert einer Poissonverteilung 
variabel ist und eine bestimmte schiefe Haufigkeitsfunktion hat. In 
unserem Fall wiirde dies bedeuten, daB die Wahrscheinlichkeit einer 
Fragmentation von Zelle zu Zelle variiert. 


IV. Die Haufigkeit der Aberrationstypen in den verschiedenen Jahren. 

Die hier vorgelegten qualitativen und quantitativen Befunde be- 
ruhen auf Fixierungen im Jahre 1943, 1947 und 1951. In den beiden 
letztgenannten Jahren sind auBerdem je 2 Versuchsserien durchgefiihrt 
worden, die unbehandelten Freilandpflanzen und die Wasserinjektionen, 
bei denen Aqua dest. in die vor der Meiosis stehenden Knospen injiziert 
wurde und welche 4 Tage spater fixiert wurden. Es ist daher zweck- 
maBig, zunachst diese beiden Serien auf eventuelle Unterschiede in der 
Aberrationshaufigkeit zu priifen. Wir tun dies am einfachsten durch 


1 Herrn P. Inm danke ich bestens fiir den Hinweis auf diesen Verteilungs- 
typ und die..entsprechenden Berechnungen. 
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eine Bestimmung des 7? der betreffenden Werte von 1947 und 1951 in 
der Zusammenstellung der Tabelle 10. In beiden Jahren sind die Ver- 
suchsserien mit einem P=0,5 bzw. 0,6 untereinander homogen. Die 
Wasserinjektion hat daher keine statistisch aufweisbare Wirkung auf 
die Haufigkeit der verschiedenen Aberrationstypen in der meiotischen 
Anaphase I von Paeonia tenuifolia. 

Da somit die Einzelserien dieser beiden Jahre zusammengefaBt wer- 
den kénnen, vereinfacht sich der Vergleich der Ergebnisse in allen Jahren. 
indem fiir jedes Jahr jetzt nur ein einziger Wert angegeben werden darf. 
In Tabelle 12 haben wir die Gesamtzahl der gefundenen normalen und 


aberranten Zellen in den 
Tabelle 12. Die Gesamizahl der Aberrationen in den 


Jahren 1943, 1947 und 1951. 3 Untersuchungsjahren 
zusammengestellt. Die 
Aberra- 


tionen |29sgesamt —statistische Priifung mit 
Hilfe des y?-Testes er- 





Jahr Normal 




















1943 | beobachtet | 1220 | 227 1447 gibt bei einem P=0,2 
erwartet 1235,7 | 211,3 Homogenitat, d.h. der 
1947 | beobachtet 576 99 675 S 
se lecios 576,4 98,6 Prozentsatz der Aber 
rationen enthaltenden 

1951 beobachtet 870 130 1000 Zell sat i Il 
a 853,9 | 146,1 ellen ist in allen unter- 
2666 456 3122 suchten Jahren etwa 


gleich groB. 

Gliedern wir diese Gesamtzahl aber auf nach den einzelnen Typen. 
wie wir sie gruppenweise in Tabelle 10 zusammengefaBt haben, und 
fiihren wir dieselbe statistische Priifung durch, dann erhalten wir 
bei einem P=0,001 eine so geringe Ubereinstimmung der einzelnen 
Werte in den Untersuchungsjahren, daB wir diese Ergebnisse kaum 
mehr als homogen betrachten kénnen. — Wiahrend somit die Gesamt- 
zahl der Aberrationen in 3 Untersuchungsjahren praktisch identisch ist. 
verteilen sich die Aberrationen auf die einzelnen Rubriken nicht in allen 
Jahren in derselben Weise. 

Der Vergleich der Beobachtungs- mit den Erwartungswerten zeigt 
dabei, daB diese, die Inhomogenitaét verursachenden Unterschiede nicht 
in allen Spalten gleich stark in Erscheinung treten. Die Abweichungen 
kgnzentrieren sich vor allem in den Rubriken der ,,Briiche und Vor- 
stufen“ bzw. ,,Verklebungen“ die fiir die Inhomogenitaét somit in erster 
Linie verantwortlich sind. 


D. Diskussion der Ergebnisse. 
1. Die bizentrischen Chromatiden + Fragmente (Inversionsbriicken). 
Das Auftreten von einem bizentrischen Chromatid, begleitet von 
einem Chromatidfragment in der Anaphase I der Meiosis ist praktisch 
bei allen bisher untersuchten Paeonia-Arten gefunden worden (DaRK 
1936. Sax 1937, Stespptins 1938, Stepptns. LEDYARD und ELLERTON 
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1939, Propacn 1939, WALTERS 1942). Stets sind diese Bilder als Folgen 
einer Chiasmabildung in invertierten Segmenten im Sinne des Schemas 
der Abb. 10 verstanden worden. 


Im Gegensatz zu den iibrigen Chromosomenaberrationen in der Meiosis und 
auch der Mitosis liegen nach dieser Deutung besondere Verhiltnisse vor: Derartige 
Inversionen sind im heterozygoten Zustande in allen Zellen vorhanden. DaB es zu 
bizentrischen Chromatiden und damit zur Aberration in der Anaphase kommt, 
geschieht durch einen Normalvorgang, die Chiasmenbildung. Wie oft diese ,,In- 
versionsbriicken“ somit auftreten, ist allein von der Wahrscheinlichkeit abhangig, 
daB ein oder mehrere Chiasmen in bestimmter Weise innerhalb des invertierten Seg- 
mentes eintreten. AuBere oder innere Bedingungen kénnen daher auf die Haufigkeit 
der Inversionsbriicken nur auf dem Umweg iiber die Chiasmabildung Einflu8 nehmen, 

Obwohl iiber die Verhaltnisse der Chiasmabildung bei Paeonia tenui- 
folia in einer eigenen Arbeit berichtet werden soll, lassen sich bereits auf 
Grund unserer Anaphaseergebnisse prazisere Aussagen iiber die Art der 
Inversionen im Chromosomensatz unseres Objektes machen. Die erste 
Aussage ergibt sich aus einem Vergleich der Langenbestimmung der 
Paeonia tenuifolia-Chromosomen und ihrer Schenkel, wie sie von STEB- 
Bins 1938 und von uns durchgefiihrt wurde. Der amerikanische Autor 
rechnete seine Messungen in Proportionalwerte um, indem als GrundmaB 
die Lange des langen Schenkels vom leicht erkennbaren ST-Chromosom 
mit 1,00 angesetzt und der gemessene Wert aller Chromosomenschenkel 
auf diesen Grundwert bezogen wurde. Wenn wir unsere Langenbestim- 
mungen an der Metaphase der Mitose und Anaphase II der Meiosis aus 
Tabelle 1 der SresBrnsschen Rechnungsweise anpassen, erhalten wir die 
Zahien der Tabelle 13. Ein Vergleich der Ergebnisse an den amerika- 
nischen und den im Freiburger Botanischen Garten kultivierten Klone 
von Paeonia tenuifolia zeigt mit Deutlichkeit, daB weder zwischen den 
einzelnen Chromosomen noch zwischen den einzelnen Schenkeln gréBere 
Differenzen auftreten. 


Tabelle 13. Die Proportionalwerte der Chromosomenlange von Paeonia tenuifolia. 
[Nach Srepsrns (1938) und nach Tabelle 1 (Langer Schenkel von ST = 1,00).| 








GM M, M: SM ' ST 
| | 
Mitose ..... | 1,02 | 0,86 | 0,91 | 0,76 10,79 0,67 | 0,88 | 0,57 1,00 0,22 
Meiosis . . . .. | 1,08 | 0,88 | 0,96 | 0,82 0,90 0,69 0,98 0,59 1,00 0,33 
STEBBINS. . . . | 0,97 0,80 | 0,80 0,73 0,87 | 0,67 | 0,97 0,50 1,00 | 0,20 


Dieses Ergebnis la&t uns entscheiden, ob die dyszentrischen oder die 
euzentrischen Inversionen bei Paeonia tenuifolia wahrscheinlicher sind. 
Dyszentrische Inversionen sind auf einem Chromosomenschenkel so ein- 
getreten, daB die Centromerregion auBerhalb des invertierten Segmentes 
bleibt (vgi. Schema der Abb. 10). Eine Langenanderung auf dem be- 
troffenen Chromosomenschenkel tritt dabei natiirlich nicht ein. Euzen- 
trische Inversionen dagegen haben die zur Rekombination kommenden 
Bruchstellen rechts und links von dem Centromer, so daB die Centromer- 
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region innerhalb des invertierten Segments liegt. Nur in dem Sonderfall, 
daB beide Bruchstellen in gleicher Entfernung vom Centromer liegen, 
andert sich die Lange beider Schenkel des Chromosoms nicht, bei allen 
anderen Positionen der Bruchstellen ist dies aber der Fall. Wenn daher 
euzentrische Inversionen bei Paeonia tenuifolia ofters zustande ge- 
kommen waren, dann miiBie die Schenkellangenbestimmung der 5- 
Chromosomen am amerikanischen und am Freiburger Material minde- 
stens in einem, wahrscheinlich aber in mehreren Chromosomenschenkeln 
verschieden ausgefallen sein. Die erste Aussage iiber die Inversionen 
lautet daher: Dyszentrische Inversionen scheinen gegeniiber dem euzentri- 
schen Typ bei Paeonia tenuifolia 
eine gréBere Rolle zu spielen. 

Eine zweite Aussage ergibt sich 
aus der festgestellten Art und Weise 
der Verteilung der Inversionsbriik- 
ken auf den Chromosomen (vgl. Ta- 
belle 7). Die beobachteten extremen 

a Differenzen zwischen den einzel- 

Abb. 10a—c. Schema einer dyszentri- nen Chromosomen des Satzes sind 

Fee. ee reer baa ar tee aber weder hinsichtlich der Chromo- 

bildung im Pachytan/Diplotan. somenlange noch hinsichtlich der 

b Metaphase. c Anaphase. > 

Chiasmenfrequenz vorhanden. Die 

Bereitschaft, Inversionen und in ihnen Chiasmen zu bilden, mu8 daher 

weitgehend unabhaingig sowohl von der Chromosomenlinge wie von 
der Chiasmafrequenz sein. 

Unsere Zahlen sind in 3 Jahren an méglichst vielen Einzelknospen 
gewonnen, und zwar an einem Pflanzenmaterial, dessen Zusammenset- 
zung hinsichtlich des Vorhandenseins heterozygoter Inversionen nicht 
als einheitlich angesehen werden kann. Waren zwischen einzelnen In- 
dividuen oder Individuengruppen gréBere Differenzen vorhanden, dann 
miiBte in den 3 Untersuchungsjahren die Verteilung der Inversionen auf 
die einzelnen Chromosomen eine verschiedene sein. Dies ist aber nicht 
der Fall, stets ist M, -+M, bevorzugt, ST benachteiligt und die Werte 
von GM und SM streuen ebenfalls nur wenig. In unserem Material sind 
daher die Inversionen ziemlich einheitlich mit den genannten Bevor- 
zugungen und Benachteiligungen in den Chromosomensitzen verteilt. 
Die zweite Aussage iiber die Inversionen lautet daher: In dem von uns 
untersuchten Material treten in ziemlich einheitlicher Verteilung iiber die 
Pflanzen die Inversionen am hiufigsten in den M, + M,-Chromosomen, am 
seltensten im ST-Chromosom auf. Sie sind so weder der Chromosomenlange 
noch der Chiasmafrequenz proportional, sondern sind eigengesetzlich verteilt. 

Die dritte Aussage ergibt sich aus der Linge des begleitenden Frag- 
mentes. Welche Linge das azentrische Chromatidsegment besitzt, ist 
abhangig von dem Abstand der Bruchstellen der Inversionsrekombination 
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vom Centromer. Je weiter entfernt beide Bruchstellen vom Centromer 
sind, desto kleiner wird das azentrische Fragment. Je naiher mindestens 
eine Bruchstelle an das Centromer riickt, desto linger wird das 
azentrische Fragment. Wir haben aber festgestellt, daB die ,,sub- 
terminalen“, d.h. die kurzen Fragmente viel haufiger vorkommen als 
langere (,,mediane“ bzw. ,,centromernahe“, vgl. Tabelle 8). Dieser Be- 
fund bedeutet somit, daB Inversionen des Typs der Abb. 10, welche nur 
subterminale bis submediane Regionen umfassen, haufiger sind, als 
andere Ausbildungen. Die vorhandenen Inversionen sind daher in 
den meisten Fallen kurz, worauf auch die mit. 4,7% relativ niedrig 
liegende Hiaufigkeit bizentrischer Chromatiden hinweist. Die dritte 
Aussage iiber die Inversionen lautet daher: Die vorwiegend in M, + M, 
lokalisierten Inversionen sind meist relativ kurz und umfassen subterminale 
bis submediane Segmente. 


2. Die Schidigung der Chromosomen. 

a) Centromer. Bei experimentellen Eingriffen an Kernteilungen sind 
die in der Anaphase feststellbaren Auswirkungen meist so stark, da8 
Centromer- und Spindelschaiden nur schwer sich voneinander trennen 
lassen. In unserem unbehandelten Material spielt diese Unterscheidung 
keine Rolle, da echte Spindelanomalien im Sinne der physiologischen 
Stérung und der Spindelstérung (MarquarpT 1949c, 1950) ganz fehlen. 
Die beobachteten Veranderungen betreffen allein das Centromer, und 
zwar sowohl die schwacher farbbare Centromerregion wie das Centromer 
im engeren Sinne. 

An der schwacher farbbaren Centromerregion treten Verzerrungen 
auf, die von den schwiachsten und so kaum als pathologisch zu wertenden 
Graden bis zur vollstandigen Fragmentation reichen. Diese Befunde sind 
fiir ein Verstandnis der normalen Anaphasebewegung wichtig: Das Cen- 
tromer im engeren Sinne bewegt im Zusammenwirken mit der Spindel 
das Chromosom. Dieser Kraft wirkt der Widerstand der Chromosomen- 
schenkel entgegen. Die schwicher farbbare Centromerregion muB dabei 
ebenso wie die Chromosomenschenkel einen Festigkeitsgrad besitzen, 
welcher dieser Kraft und Gegenkraft standhalten kann. Die normale 
Anaphasebewegung setzt daher ein ausgewogenes Verhialtnis zwischen 
Zugkraft des Centromers, Widerstand der Chromosomenschenkel und 
Festigkeitsgrad der Centromerregion voraus. 

Eine Stérung des Normalablaufes, manifest als Verzerrung der Cen- 
tromerregion kann eintreten, wenn einer oder mehrere dieser Faktoren 
nicht mehr im rechten Verhaltnis zueinander stehen. Auf Grund ein- 
facher Auszihlungen lassen sich iiber Verschiebungen in diesem kom- 
plexen Verhiltnis der Krifte keine bindenden Aussagen machen. Zwei 
Griinde scheinen uns aber fiir eine Herabsetzung des Festigkeitsgrades 
der Centromerregion als wesentliche, die Verzerrungen bedingende 
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Ursache zu sprechen: Zuniachst finden wir bei sehr stark gequetschten 
Zellen gelegentlich Anhaufungen von schwachen Verzerrungsgraden. 
welche ziemlich sicher einen Artefakt darstellen und die wir bei unseren 
Auszahlungen ausgeschieden haben. Gegeniiber den kraftig sich farben- 
den Chromosomenschenkeln, die in diesen Zellen normal bleiben, muB 
daher die Centromerregion ein locus minoris resistentiae bei starkem 
Deckglasdruck sein. Ferner finden wir in ungefahr gleicher Haufigkeit 
auch auf den Chromosomenschenkeln selbst ahnliche Verzerrungsbilder ; 
da wir sie als Folgen einer Schwachung des Laingszusammenhangs 
deuten (vgl. den folgenden Abschnitt), liegt eine ahnliche Auffassung 
auch fiir die Centromerverzerrungen nahe. 

Dieser Typ einer Stérung der schwacher farbbaren Centromerregion tritt nicht 
nur. spontan auf, sondern ist auch nach experimenteller Einwirkung neuerdings 
beschrieben worden. DARLINGTON und KoLLER (1947) lenkten in ihren Senfgas- 
versuchen an Mitosis und Meiosis von 7'radescantia nachdriicklich die Aufmerk- 
samkeit auf typische Centromeraberrationen und beschrieben die Verzerrung in 
beiden Teilungsarten. Bei Paeonia selbst fanden wir sie in der meiotischen Meta- 
phase nach Athylurethaneinwirkung (OEHLKERS und MarquarptT 1950) und in der 
Wurzelspitzenmitose ist sie nach kurzzeitiger Einwirkung von 30° aufgetreten 
(BRavER 1950). Bedeutungsvoll ist bei dem letzteren Objekt die Beobachtung, 
daB nur die besonders langschenkligen M-Chromosomen eine Verzerrung der Cen- 
tromerregion aufweisen, d.h. nur diejenigen Chromosomen des Satzes, welche 
durch die Lange beider Schenkel der starksten mechanischen Beanspruchung in 
der Centromerregion unterworfen sind. 

Der zweite Typ einer Centromeranomalie betrifft das Teilungsver- 
halten des Centromers im engeren Sinne. In der normalen Anaphase I 
der Meiosis bleibt es in den auseinanderriickenden homologen Chromo- 
somen physiologisch ungeteilt und ist bei Paeonia mit der védlligen 
Verselbstandigung der Chromatidschenkel das einzige, chromosomzu- 
sammenhaltende Segment. Die Tatsache, daB wir nie eine deutliche 
vorzeitige Langsspaltung des Centromers gefunden haben, dagegen in 
0,3% eine Fehlteilung senkrecht zur Langsachse, scheint uns einen wert- 
vollen Hinweis auf den Feinbau des Centromers zu geben. DaRLINGTON 
(1939) und NEBEL (1939) folgerten aus dem Vorkommen der Fehlteilung 
bereits, daB die mizellare Ordnung im Centromer sehr streng sein miisse 
und daher ,,Spaltungen“‘ zwischen den Mizellreihen nicht nur in der 
Langs-, sondern auch in der Querrichtung méglich sind. Diese Vorstel- 
lung ist aber unserer Hypothese der Entstehung induzierter Chromo- 
somenmutationen sehr ahnlich, welche in dem letzten Abschnitt der Dis- 
kussion auf die spontanen Aberrationen umgedeutet werden wird (S. 105). 

b) Briiche und Bruchvorstufen. In unseren Publikationen iiber chemi- 
kalieninduzierte Chromosomenaberrationen (MarquaRDT 1950, 1951) 
haben wir die bisher auch von uns gebrauchte Gliederung des Frag- 
mentationsgeschehens in vollstaéndige und unvollstindige Fragmenta- 
tionen aufgegeben. Achromatische Bander iiber den ganzen oder nur 
liber einen Teil des Chromosomenquerschnittes lassen in den bisher 
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vor wiegend untersuchten Metaphasen nicht entscheiden, ob sieechte Frag- 
mentationen, d.h. vollstindige Unterbrechungen des Liangszusammen- 
hanges sind, oder nur lokale Stérungen der Desoxyribose-Nukleinsaure- 
anlagerung unter Erhaltung der iibrigen nicht so stark firbbaren Ele- 
mente des Lingszusammenhaltes. Wir haben daher derartigen Bildern, 
den friiheren ,,unvollstaéndigen Fragmentationen“ den Namen ,,lokale 
Achromasien“ gegeben (MarQuaRDT 1950) und sie als Vorstufen zu den 
echten Fragmentationen gedeutet. 

Da wir im Gegensatz zu friiher jetzt vor allem die Anaphasen unter- 
sucht haben, ist unsere Kenntnis von den Briichen und bruchahnlichen 


pane Metaphase 








(] a: Anaphase 
lokale ey ad. 0 i 


Achromasie 





echte Fragmentation 
Abb. 11. Schicksal einer lokalen Achromasie (unvolistandige Fragmentation) 


in der Anaphase. Niahere Erliuterungen im Text. 
Zustiinden so erweitert worden, daB wir die Venores Einzelbilder neu 
gliedern kénnen (Schema der Abb. 11). 

Als Ausgangssituation nehmen wir den in unserem Material haufig- 
sten Fall, eine ,,unvollstandige Chromatidfragmentation“, d.h. eine 
rechtwinklig begrenzte, lokale Aufhellung eines Chromatids (lokaie Achro- 
masie) an. Dazu fiigten wir, was im folgenden begriindet werden wird, 
eine Halbchromatidfragmentation. Dieser, einheitlicher* Natur schei- 
nende Metaphasezustand einer lokalen Chromatidachromasie kann nun 
folgende Anaphasebilder ergeben (es ist stets nur das betroffene Chro- 
matid in der Anaphase gezeichnet): 

1. Der Zustand der lokalen Achromasie bleibt unverandert in der 
Anaphase bestehen. Es ist somit zwar an der betreffenden Stelle eine 
Kontraktionsstérung oder, was dasselbe besagt, eine Stérung der Des- 
oxyribose-Nukleinsaéurebeladung des Chromatids eingetreten, ohne daB 
die schwacher farbbaren, den Laingszusammenhalt herstellenden Ele- 
mente beeintrachtigt werden (Abb. 11, 1. Figur von links). 
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2. Es liegt dieselbe Situation vor, jedoch ist der Festigkeitsgrad der 
schwach oder gar nicht farbbaren Lingselemente soweit gelockert, daB 
es zu einer Verzerrung der lokalen Achromasie kommt. Der Grad der 
Herabsetzung der Festigkeit dieser Zone ist verschieden (Abb. 11. 
2. Figur von links). 

3. Es sind offensichtlich auch die nichtfarbbaren Laingselemente des 
Chromosoms durchtrennt, aber nicht die Matrix. Es entsteht daher das 


Bild eines lokal verzerrten, aus zahfliissigem Material bestehenden Stabes. . 


Die Starke des mehr oder weniger intensiv sich firbenden Verbindungs- 
fadens ist verschieden (Abb. 11, 3. Figur von links). 

4. Es liegt dieselbe Situation vor. Der ausgezogene Faden befindet 
sich jedoch nicht in der Mitte des Chromosomenquerschnittes, sondern 
exzentrisch (Abb. 11, 4. Figur von links). Dieser Zustand kann nicht 
unterschieden werden von einem unmittelbar daneben gezeichneten Bild 
einer Halbchromatidfragmentation, bei welcher das Halbchromatid 
durch den Anaphasezug etwas verzerrt wurde. 

5. Es ist durch die lokale Achromasie eine vollsténdige Durchtren- 
nung aller, den Laingszusammenhalt bewirkenden Elemente erfolgt und 
in der Anaphase das Bild einer vollstandigen Fragmentation hergestellt. 
Diese Figur ist in unserem Schema eine Stufe tiefer als die anderen 
gezeichnet, da sie offensichtlich auf 2 verschiedene Weisen entstehen 
kann, entweder direkt aus der lokalen Achromasie der Metaphase oder 
indirekt durch vollstandige Durchtrennung der zunachst in den ersten 
Stadien der Anaphase noch vorhandenen, zusammenhaltenden Langs- 
elemente oder der Matrix (~gl. die Verbindungslinien der einzelnen Bil- 
der im Schema). 

Dieselben verschiedenen Stufen des Fragmentatic hehens sind bei einer 
den ganzen Chromosomenquerschnitt betreffenden, chromosomalen Achromasie 
méglich. Entscheidend in beiden Fallen ist die Tatsache, daB das Fragmentations- 
geschehen keine Alles- oder Nichtsreaktion darstellt, sondern stufenweise von echter, 


lokaler Achromasie unter voller Aufrechterhaltung eines farberisch nicht darstell- 
baren Langszusammenhaltes bis zur vollstandigen Fragmentation geschehen kann. 


Die Begriindung fiir eine derartige Interpretation des Bruchgesche- 
hens ergibt sich in unserem Material aus 2 Momenten heraus. Zunachst 
aus dem Befund, da8 die einzelnen Figuren in gleitenden Ubergingen 
miteinander verbunden sind. Es besteht einerseits kein Zweifel, daB 
eine vollstindige Fragmentation direkt aus einer lokalen Achromasie 
eines Chromatids entstehen kann, und andererseits zwingen die Uber- 
gangsbilder zwischen Verzerrung und echter Fragmentation zu einer Ver- 
kniipfung derartiger Bilder mit der Fragmentation, wie dies in unserem 
Schema .um Ausdruck kommt. Ferner sprechen unsere quantitativen 
Feststellungen iiber die Lokalisation und Verteilung der lokalen Achro- 
masien bzw. Verzerrungen einerseits und der echten Fragmentationen 
andererseits ebenfalls fiir eine enge Beziehung beider Konfigurations- 
gruppen (Tabelle 3 und 4). Eine derartig spezielle Verteilung finden 
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wir bei keiner anderen Anaphaseanomalie mehr; daB gerade sie sich bei 
beiden Konfigurationstypen so iiberraschend gleicht, kann nach unserer 
Meinung nur als Ausdruck der geforderten gegenseitigen Beziehung 
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verstanden werden. 


Wenn nun ein gleitender Ubergang von lokaler Achromasie zu voll- 
stindiger Fragmentation besteht, dann ist die erweiternde Annahme 
naheliegend, daB auch zwischen dem Normalzustand und einer lokalen 


Achromasie derartige Uberginge bestehen. 
So haben wir ja die Beobachtung erwahnt, 
daB bei stiirkerem Deckglasdruck die achro- 
matischen Stellen deutlicher in Erscheinung 
treten als bei schwacher gequetschten Pra- 
paraten. Es besteht daher prinzipiell die Még- 
lichkeit, daB erst von einer gewissen Auspra- 
gungsstirke der lokalen Achromasie ab die 
Wabrscheinlichkeit einer Auffindung in den 
Quetschpraparaten gegeben ist. 

Noch eine Bemerkung sei iiber die iokalen 
Achromasien an identischen Stellen homologer 
Chromatiden angefiigt. Sie sind an den Chro- 
mosomen der Meiosis von Heuschrecken nach 
Rontgenbestrahlungen der Embryonen durch 
BisHor (1942) bereits beschrieben worden. 
Wir k6nnen nur schwer annehmen, da8 im Zu- 
stand des Pachytans, d.h. der engsten Paarung 
homologer Chromosomen, je ein Chromatid 
der homologen Chromosomen eine derartige 
lokale Achromasie erlitt. Zwangloser scheint 
sich uns dieses Bild aus der Annahme heraus 
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Abb. 12a u. b. Schema der 
Entstehung einer an homo- 
logen Orten eingetretenen lo- 
kalen Achromasie auf homo- 
logen Chromatiden. a Zu- 
stand des Schenkels vor der 
Terminaiisation. Gestrichelte 
Zone = lokale Achromasic 
beider Schwesterchromati- 
den. b Zustand nach Termi- 
nalisation des Schenkels in 
der Anaphase. — Schwarze 
Zone am Ende des Schenkels 
= Centromer. 


zu erkléren, daB es sich dabei im Pachytan 

um eine chromosomale, den ganzen Chromosomenquerschnitt betreffende 
Achromasie gehandelt hat. Durch die Terminalisation eines zwischen 
Centromer und lokaler Achromasie gebildeten Chiasmas ist dann nach 
dem Schema der Abb. 12 die lokale Achromasie des Chromatids, tiber 
das die Terminalisation hinwegging, auf das homologe Chromosom 
iibergewechselt und der in der spaiten Metaphase von BisHop und in 
der Anaphase von uns beobachtete Zustand zustande gekommen. 


3. Die Héufigkeit der spontanen Aberrationen. 

Bei einer Anaphasenanalyse der Meiosis miissen 2 Gruppen von Ab- 
errationen scharf auseinandergehalten werden: Die Gruppe der Stérungen 
infolge Chiasmabildung in Chromosomensegmenten, die eine abnorme 
Paarung wegen eines in allen Zellen des Organismus im heterozygoten 
Zustand vorhandenen Chromosomenumbaues besitzen, sowie die Gruppe 
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der echten Aberrationen, die in einzelnen Zellen und zwar im prameioti- 
schen Ruhekern oder im Ablauf der Meiosis entstanden sind. Bei Paeonia 
sind beide Gruppen vorhanden; die Zahl der echten, hier zur Diskussion 
stehenden Aberrationen ergibt sich durch Subtraktion des Prozentsatzes 
der Inversionsfolgen von der Gesamtzahl der Aberrationen. An Stelle 
der 14,9% Anaphasen mit Anomalien erhalt man so einen Prozentsatz 
von 10,2%. . 

Eine derartige Haufigkeit in unbehandelten, meiotischen Zellen ist 
etwas ungewohntes. Zwei Besonderheiten von Paeonia tenuifolia scheinen 
uns zur Deutung dieses Tatbestandes dienen zu kénnen: Zunachst haben 
die Paeonia-Chromosomen die Besonderheit, daB in der Anaphase die 
Chromosomenmatrix schwindet. Die auseinanderweichenden Chromo- 
somen besitzen so iiber die ganze Schenkellinge selbstiindige Chroma- 
tiden, welche nur in der Centromerregion zusammenhalten. Dadurch 
sind die Chromatiden mechanischen Beanspruchungen ausgesetzt, welche 
sonst nur die einheitlich in eine Chromosomenmatrix eingeschlossenen 
Langselemente treffen. Dariiber hinaus werden an den verselbstandigten 
Caromatiden Aberrationen sichtbar, welche im Falle des Vorhandenseins 
der Chromosomenmatrix vielleicht nur teilweise oder gar nicht manifest 
geworden waren. Chromosomaler Natur und damit beide Chromatiden 
betreffend sind beispielsweise unter den lokalen Achromasien und Ver- 
zerrungen nur 14,3% (Tabelle 5, chromosomale und auf homologen Chro- 
matiden eingetretene Anomalien). An Stelle von 133 Aberrationen dieses 
Typs waren somit bei Maskierung oder Ausbleiben der Ereignisse an 
Chromatiden nur 19 beobachtet worden. 

Die zweite Besonderheit von Paeonia ergibt sich aus ihrer mangel- 
haften Einpassung in das mitteleuropaische Klima. Die Meiosis lauft 
bereits Mitte April in Freiburg ab, in einer Zeit sowohl der groBen ~ 
Temperaturgegensitze zwischen sonnigen Tagen und der Nacht, wie 
auch zwischen aufeinanderfolgenden Tagen bei Wechsel der Wetterlage. 
Wir haben so in unserem unbehandelten Material praktisch ein Natur- 
experiment mit Temperaturschock bzw. extremen, noch innerhalb phy- 
siologischer Grenzen bleibender Temperaturen vor uns. 

Es liegen aber bereits geniigend Arbeiten vor, welche die Empfind- 
lichkeit der Meiosis auf Temperaturschwankungen zeigen ; Paarungs- und 
Chiasmazahlstérungen, physiologische Stérungen und selbst Chromo- 
somenmutationen sind an verschiedenen pflanzlichen Objekten bei tiefer 
Temperatur und Temperaturschock von OEHLKERS und Mitarbeitern (Zu- 
sammenfassung in OEHLKERS 1937, ferner ZURN 1937, 1939, Ennst 1938, 
Srravs 1939, WreBatoK 1940, Marquarpt 1952) nachgewiesen worden. 
Ein groBer Teil der so auffallig haiufigen Aberrationen diirfte daher bei 
Paeonia auf das Konto derartiger Temperaturschwankungen kommen. 

Aus diesen Besonderheiten heraus léBt sich die hohe Zahl der gefun- 
denen Aberrationen weitgehend verstehen. Dariiber hinaus ist aber mit 
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unseren Feststellungen erneut der Beweis erbracht, daB spontane Sté- 
rungen der verschiedensten Art am Chromosom haufiger sind als bisher 
angenommen wurde. Ebenso wie die experimentelle Mutationsforschung, 
die sich der genetischen Methode bedient, gewissermaBen als Neben- 
ergebnis das haiufige Vorkommen auch spontaner Mutationen im Kon- 
troilmaterial fand, so entdeckte die Mutationsforschung, die mit der 
zytologischen Methode arbeitet, dasselbe Phinomen innerhalb des Zell- 
kerns und seiner Teilungsvorgange. Vor allem an der Meiosis mehren 
sich die diesbeziiglichen Befunde auffillig (SpaRRow und SpaRRow 1950, 
OEFHLKERS und LinnerT 1951, Stanee 1951, Marquarp7 1951, 1952). 


4. Die Entstehung der spontanen Aberrationen. 

Anderungen des Kernteilungsablaufes oder des Chromosomenzustan- 
des sind bisher vorwiegend nach experimentellen Einwirkungen unter- 
sucht worden, und zwar von 2 Forschungsrichtungen: von der Mitose- 
giftforschung, welche vor allem die physiologischen und Spindelstérungen 
beriicksichtigt, und der Mutationsforschung, soweit sei sich mit den in 
den ersten Kernteilungen nach der Einwirkung sichtbaren Chromosomen- 


mutationen beschaftigt. 

Beide Forschungsrichtungen haben — bei allen Verschiedenheiten im ein- 
zelnen — identische Konsequenzen aus ihren Befunden gezogen. Zunachst ist es 
dabei die allzu selbstverstandlich erscheinende SchluBfolgerung, da8B zur Auslésung 
einer Abanderung des Normalzustandes ein von auBen kommendes Agens notwen- 
dig sei. Die Wirkung derartiger Agenzien war zwar vielfaltig, stand aber in keinem 
Verhaltnis zu der Verschiedenartigkeit der verwendeten Einwirkungen. So gibt 
die Durchsicht der umfangreichen Mitosegiftliteratur auffallig unscharf gegenein- 
ander abgegrenzte Typen von Mitosestérungen, so daB es auch einem geschulten 
Karyologen nicht immer gelingen will, die von verschiedenen Autoren erhaltenen 
und beschriebenen Mitoseanomalien zueinander in das rechte Verhaltnis zu bringen. 
Die Mutationsforschung ihrerseits sah sich einer ahnlichen Situation gegeniiber, 
selbst so verschiedenartige Agenzien wie Réntgenstrahlen und Chemikalien (Ure- 
than, Lost) ergeben hinsichtlich Art und Zahl der Chromosomenmutationen keine 
allzusehr ins Gewicht fallenden Unterschiede. 

So nahm die Mitosegiftforschung, wenn sie bei mehreren Substanzen, unabhangig 
von ihrer chemischen Verwandtschaft dieselben Stérungsbilder der Mitose erhielt, 
eine Identitat des Wirkung hanismus an. Nur auf Grund dieser, allerdings 
nicht immer ausgesprochenen Konsequenz ist ja die vorgenommene Gliederung von 
Chemikalien in etwa ,,Colchicintyp“ oder ,,Trypaflavintyp‘ (Zusammenfassungen 
in LETTRE 1950) iiberhaupt wesentlich. Auf der anderen Seite fand die Mutations- 
forschung in derselben Situation eine ungefahre Gleichheit der Typen von Frag- 
mentationen und Rekombinationen und darum wurde ebenfalls auf einen gemein- 
samen Wirkung hanismus geschlossen. Ausdruck dieser Auffassung ist die bio- 
physikalische Interpretation mit Quantentreffern und Treffergiften. 

Aile diese Konsequenzen sind auf die Entstehung spontaner Aberra- 
tionen an Kernteilung und Chromosomen nicht ohne weiteres iibertragbar. 
Spontane Aberrationen bediirfen ja nicht eines zellfremden, von auBen zu- 
gefuhrten Agens, sondern entstehen in unbehandelten Zellen. Von dieser 


Grundfeststellung miissen daher alle Interpretationsversuche ausgehen. 
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Fiir die Meiosis von Paeonia tenuifolia ist charakteristisch, daB aus- 
schlieBlich Stérungen im Bau und Formwechsel der Chromosomen, aber 
keine Stérungen im Kernteilungsablauf eintreten, wie etwa MiBfunktion 
der Spinde]. Fehlverteilungen und liegenbleibende Chromosomen. Wir 
haben uns im folgenden daher nur mit Chromosomenaberrationen zu be- 
schaftigen. Fiir ihre spontane Entstehung sind 2 Méglichkeiten gegeben : 

Die erste Interpretation geht von der Annahme aus, da durch 
Schwankungen in den Stoffwechselvorgingen der Zelle unter Umstan- 
den Substanzen entstehen, deren Art und Konzentration etwa den von 
auBen bei experimentellen Untersuchungen zugefiihrten Chemikalien ent- 
spricht. Die spontanen Chromosomenaberrationen waren damit Sonder- 
fille chemikalieninduzierter St6rungen. 

Fiir eine derartige Annahme sprechen zunachst die Ergebnisse mit Chemikalien, 
welche auch aus dem Stoffwechsel von Organismen bekannt sind. Wir konnten 
selbst zeigen, da8 Samenextrakt von Oenothera auf die Chromosomen der Meiosis 
von Paeonia und Prutescin als Abbauprodukt des Ornithins auf die Meiosis von 
Oenotheren chromosomenmutationsauslésend wirkt (MarquaRDT 1949a, b, im 
Druck). Physiologische Stérungen und Chromosomenfragmentationen werden von 
einer weiteren Zahl biogener Substanzen ausgelést (Zusammenstellung in D’AMaTO 
1951, ferner Keck und HorrmMann-OsTENHOF 1951). Das Auftreten spontaner 
Chromosc tationen in unserem Material ist nach den geschilderten Ergeb- 


nissen somit nicht iiberraschend. 
Gegen diese Interpretation sprechen die bei der Arbeit mit Chemikalien immer 


wieder erhobenen Befunde, nach denen eher Stérungen des Kernteilungsablaufes als 
Chromosomenmutationen ausgelést werden. Es scheint, um die letzteren zu er- 
halten, ein so schwerer Eingriff in die Zelle notwendig zu sein, daB gleichzeitig mit 
der Mutationsauslésung auch noch Anomalien des Kernteilungsablaufs und in 
wechselndem Grade sogar Kernpyknosen auftreten. Eine derartige Verkoppelung 
der Stérungstypen fehlt aber bei den spontanen Chromosomenaberrationen, die 
zum kleinen Teil typische Chromosomenmutationen — Schwesterchromatid-Re- 
kombinationen und in der Metaphese nachgewiesene Translokationen und Dele- 
tionen — darstellen. 

Da dieser ersten Interpretation somit Schwierigkeiten entgegenstehen, 
welche von einer Differenz des Kernverhaltens gegeniiber spontan in der 
Zelle entstehenden und von auBen zugefiihrten Substanzen herriihrt. 
muB eine zweite Méglichkeit in Betracht gezogen werden: Die Chromo- 
somen teilungsfahiger Zellen erfahren vom Ruhestadium durch die Kern- 
teilungen bis wieder zum Ruhestadium einen intensiven Formwechsel. 
Die Annahme liegt daher nahe, daB bei diesen Prozessen eine oder mehrere 
Phasen durchlaufen werden, in welchen die Chromosomen auf Grund be- 
stimmter Baueigentiimlichkeiten sehr labil und damit zu Aberrations- 
bildung sehr leicht bereit sind. In diesen Zustiinden geniigen relativ 
geringe Schwankungen in dén Stoffwechselvorgingen der Zelle, um ein- 
zelne Chromosomen “bzw. Chromosomenloci so zu verindern, da8 im 
Ablauf der Kernteilungen’ Chromosomenaberrationen manifest werden. 
Das Entscheidende einer derartigen Entstehungsweise spontaner Ab- 
errationen ist also eine in den Chromosomen selbst begriindete Labilitat. 
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Es ist nun von Bedeutung, daB bereits auf Grund allein der Ergeb- 
nisse an chemikalien- und réntgeninduzierten Chromosomenmutationen 
neben einer direkten Einwirkung des mutagenen Agens an dem betref- 
fenden Chromosomenlocus auch eine indirekte Wirkung immer wieder 
in Betracht gezogen wird, d. h. eine Entstehungsweise, bei der von dem 
Agens die Stoffwechselvorgiinge der Zelle soweit gestért werden, da8B 
die dabei anfallenden pathologischen Produkte erst die Mutationen aus- 
lésen. Die von uns entwickelte Hypothese der Entstehung induzierter 
Aberrationen sucht diesen indirekten Weg der Mutationsauslésung zu 
interpretieren (MARQUARDT 1950a). Voraussetzung ist dabei nicht nur 
das Auftreten mutagener Substanzen im Zellstoffwechsel, sondern ebenso 
das Vorhandensein einer labilen Phase im Formwechsel der Chromo- 
somen, in welcher allein der Angriff der Stoffwechselstérung und ihrer 
Folgeerscheinungen erfolgt. 

Wir nahmen dabei das Chromosom als aus zahlreichen parallellaufenden, von 
einem zum andern Chromosomende reichenden, fadenférmigen Makromolekiilen auf- 
gebaut an. Die Makromolekiile dieses Langsskeletts sind wahrscheinlich aus Pro- 
tein-Nukleinsaurebestandteilen zusa gesetzt, welche aber nicht mit gleich- 
artigen, gleichfesten Bindungen bis zur tatsichlichen Chromosomenlinge zusam- 
mengefiigt sind. In Analogie zum Bau der pflanzlichen Zellulosefaser nehmen wir 
vielmehr an, da8 neben echten Bindungen in nicht niher bestimmten Abstanden 
der Kettenmolekiile ,,Lockerstellen“‘ eingeschaltet sind (ScHuLz und Huszemannx 
1946). Sie sind die Orte besonders leicht lésbarer und daher auf Stérmomente 
besonders empfindlicher Bindungen. Diese Empfindlichkeit ist jedoch nur in be- 
stimmten Zustaénden des Formwechsels, etwa im Ubergang von der Teilungsruhe 
in die Prophase und in dem diffusen Stadium meiotischer Prophasen vorhanden. 
Auf eine oder eventuell mehrere Phasen der Labilitat folgt eine Phase der Neuver- 
festigung, die méglicherweise durch Einbau von weiteren Desoxyribosenukleinsaure- 
Molekiilen und damit durch Maskierung des Langsskeletts im Chromosom erfolgt. 
Folgeerscheinungen dieses Chromosomenbaus und der Aufeinanderfolge beider 
Phasen sind im normalen Formwechselvorgang der Meiosis die Chiasmabildung, bei 
experimenteller Einwirkung mutagener Agenzien die Auslésung von Fragmenta- 
tionen und Rekombinationen, wie wir dies im einzelnen bereits geschildert haben 
(MaRQuaRDT ]. c.). 

Unter dem Aspekt ihrer Entstehungsweise lassen sich die hier beob- 
achteten spontanen Chromosomenaberrationen in 2 Gruppen teilen: Die 
Verklebungen einerseits und die unter dem Begriff der Stdrungen des 
Langszusammenhanges zusammenzufassenden lokalen Achromasien, Ver- 
zerrungen der Centromer- und anderer Chromosomenregionen, Fragmen- 
tationen, totalen Zusammenbriiche und Fehlteilungen des Centromers. 
Von insgesamt 10,2 % Aberrationen gehéren der 2. Gruppe 7,2 % an. Unsere 
Hypothese, welche zunichst nur auf die Deutung der Chiasmen und experi- 
mentell induzierten Chromosomenmutationen zugeschnitten war, laBt sich 
nun zur Interpretation der Entstehung aller verschiedenen Erscheinungs- 
formen der 2. Gruppe verwenden. Esergibt sich dabei das folgende Bild: 


Der Langszusammenhalt im Chromosom wird hergestellt durch eine 
groBe Zahl identischer, para'lel angeordneter, von einem zum anderen 
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Ende durchlaufender Kettenmolekiile. In der labilen Phase, im Ruhe- 
kern, kurz vor Beginn der Kernteilung oder in der Meiosis zusiatzlich 
noch im diffusen Stadium kann es zu einer Alteration von Bindungen 
_an den Lockerstellen kommen. Sie wird verschiedenen Umfang haben 
und bald nur einzelne, bald mehrere oder sogar alle Kettenmolekiile von 
Chromatiden bzw. Chromosomen betreffen. Von der Anzahl der in der 
Phase der Neuverfestigung normal wiederhergestellter Bindungen an der 
betroffenen Lockerstelle wird es dann abhangen, wie stark der Lings- 
zusammenhalt dieser Stelle im Laufe der mechanischen Beanspruchung 
durch die Kernteilung ist. Der Grad der Verzerrung der Centromer- 
oder einer anderen Chromosomenregion ist somit eine unmittelbare Folge 
der Zahl der Kettenmolekiile ohne normal rekonstruierte Bindung tiber 
die betreffende Lockerstelle. Sind alle Kettenmolekiile in ihrem Bin- 
dungszustand alteriert, dann tritt ohne Vorstufe die vollstindige Frag- 
mentation auf. 

Sind in der Phase der Labilitat solche mehr oder weniger freien End- 
gruppen zweier Lockerstellen in raumlicher Nahe, dann ist die Voraus- 
setzung zur Rekombination erfiillt. Da sie bei Schwesterchromatiden 
stets gegeben ist, beobachten wir die Schwesterchromatid-Rekombina- 
tion als zusiatzlichen Vorgang fast bei allen vollstandigen, den ramen 
Chromosomenquerschnitt betreffenden Fragmentationen. 

Als speziellen Fall einer Schwesterchromatid-Rekombination laBt sich auch die 
Fehlteilung des Centromers auffassen. Von DarLineTon (1939) und NEBEL (1939) 
wurde bereits eine strenge mizellare Ordnung im Centromer angenommen. Wir diirfen 
in Anlehnung daran nur weiter fordern, da8 bei dieser strengen Ordnung Lockerstellen 
vorhanden sind, die sich in analoger Weise zu denjenigen der iibrigen Chromosomen- 
regionen verhalten. So wird dann verstandlich, da8 die Fehlteilungen zu einem 
Zeitpunkt eintreten, an dem eine normale Langsspaltung ‘noch nicht vor sich geht. 

Selbst die allen Interpretationsversuchen auf einer anderen Basis zuwider- 
laufenden totalen Zusammenbriiche kénnen in unsere Hypothese einbezogen wer- 
den: In ganz wenigen Zellen (0,2%) wirken die Einfliisse von seiten der Zelle auf 
den Kern derartig, daB zwar die Phase der Bindungslabilitat, vielleicht sogar ver- 
starkt, eintritt, die anschlieBende Phase der Bindungsfestigung dagegen so schwer 
gestért wird, daB eine normale Rekonstruktion von Bindungen iiber die Locker- 
stellen hinweg unterbleibt. Damit fehlt innerhalb der Chromosomen an diesen 
Stellen jeder Langszusammenhang und sie zerfallen in eine groBe Zahl kleiner und 
kleinster Fragmente. Die gréBte Zahl so zustande gekommener Bruchstiicke ware 
in diesem Fall ein Anhaltspunkt fiir die mindestens im Chromosomensatz von 
Paeonia vorhandenen Lockerstellen. 

In der Fassung unserer Hypothese iiber die Entstehungsweise von 
Chromosomenmutationen haben wir die Méglichkeit offengelassen, daB 
Stérungen der Bindungsverhialtnisse an alterierten Lockerstellen Folgen 
fiir die im Laufe der Kernteilung notwendige Anlagerung von Desoxyri- 
bosenukleinséure oder, was farberisch auf dasselbe hinauskommt, fiir 
die ablaufenden Kontraktionsvorgange haben. Bei Stérung dieser Vor- 
gange miiBten von einem gewissen Umfang ab achromatische oder min- 
destens schwicher gefirbte Zonen auf den Chromosomen entstehen. 
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Derartige Bilder, die lokalen Achromasien ohne begleitende Verzer- 
rung, treten aber unter den spontanen Aberrationen unseres Materials 
nicht selten auf; der Grad der Achromasie dieser schmalen, rechtwinklig 
begrenzten Zone reicht von volliger Farblosigkeit bis zu leicht feststell- 
barer, aber doch im Vergleich zum iibrigen Chromosom schwicher blei- 
benden Farbung. Es kann daher unsere Hypothese zur Interpretation 
dieser Bilder folgendermaBen modifiziert werden: Von Fall zu Fall ist 
es méglich, daB die Storung der Bindungen iiber die Lockerstelle hinweg 
nicht ausreicht, um den Langszusammenhalt des Chromosoms zu ge- 
fahrden und eine Verzerrung oder Fragmentation eintreten zu lassen. 
Dennoch wirkt die an der betroffenen Lockerstelle abgelaufene Stérung so- 
weit nach, daB entweder die DNS-Versorgung oder die Kontraktion dieser 
Stellen abnorm verlauft und so die lokale Achromasie zustande kommt. 

Damit fiigen sich aber simtliche Typen der Stérungen im Langs- 
zusammenhang des Chromosoms ohne allzuviel Zusatzannahmen unserer 
Hypothese von der Entstehung der Chromosomenmutationen ein. Zu 
dieser hier vorgenommenen Erweiterung ihrer Anwendbarkeit fiigen wir 
aber noch eine weitere: An Metaphasechromosomen der Mitose zahl- 
reicher Objekte ist nach Einwirkung tiefer Temperatur, meist um 6°, 
beobachtet worden, da8 an meist zahlreichen, art- oder rassespezifischen 
Orten der Chromosomen schwach oder gar nicht gefarbte Zonen auf- 
treten, die sog. differentiellen Segmente (Literatur bei La Cour 1951). 
Sie gleichen unseren spontanen, lokalen Achromasien, sind gelegentlich 
aber auch breiter. 

Charakteristisch fiir diese Erscheinung ist wieder die Tatsache, daB 
ein noch gerade in physiologischen Grenzen einwirkendes Agens der Um- 
welt, die Temperatur, eine Effekt an den Chromosomen bewirkt, dessen 
Ort offensichtlich von seiten des Chromosoms streng bestimmt ist. Wir 
kénnen daher annehmen, da8B auch hier durch die Temperaturwirkung 
eine Stérung der Stoffwechsellage in der Zelle eintritt. Sie macht sich 
an ganz speziell dafiir empfindlichen Lockerstellen zunichst so be- 
merkbar, daB lokale Achromasien entstehen. Ob dabei in der Anaphase 
auch eine Lockerung im Langszusammenhalt und damit Verzerrungen 
manifest werden, muB erst in speziell darauf gerichteten Anaphase- 
analysen nachgepriift werden. 

Die Einbeziehung der differentiellen Segmente in unsere Hypothese 
zieht aber die erweiternde Annahme nach sich, daB gegen Agenzien, die in 
irgendeiner Weise auf Lockerstellen der Chromosomen einwirken, ver- 
schiedene Reaktionslagen der Lockerstellen vorliegen, die einen werden 
leicht, die anderen iiberhaupt nicht oder nur viel seltener reagieren. 

Diese Zusatzannahme erweist sich aber nicht nur bei den differen- 
tiellen Segmenten, sondern auch bei unseren spontanen Aberrationen als 
unumginglich: Wir haben ja prinzipiell denselben Befund wie bei den 
differentieilen Segmenten erhoben, indem nicht alle Chromosomen und auf 
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ihnen nicht alle Schenkelzonen eine identische oder der Chromosomen- 
lange folgende Haufigkeit sowohl der lokalen Achromasien bzw. Ver- 
zerrungen wie der volisténdigen Fragmente haben. Da somit die Ver- 
teilung der Aberrationstypen nicht zufallig im Chromosomensatz er- 
folgt, sondern eigengesetzlich verlauft, bedeutet das in der Sprache 
unserer Hypothese, daB sowohl die Lockerstellen der einzelnen Chromo- 
somen wie innerhalb der Schenkel die Lockerstellen einzelner Zonen bald 
mehr bald weniger reaktionsbereit sich verhalten. So zeigt nach dieser 
Auffassung beispielsweise das ST-Chromosom und in ihm die subtermi- 
nale Zone seines langen Schenkels besonders reaktionsfihige und im 
Gegensatz dazu die M, +-M.-Chromosomen besonders widerstandsfahige 
Lockerstellen. — Die Einbeziehung der differentiellen Segmente in den 
Bereich unserer Hypothese ist somit ohne jede weitere Zusatzannahme 
méglich, da auch bei spontanen Aberrationen Verschiedenheiten der 
Reaktionsbereitschaft von Lockerstellen auftreten. 

Im Hinblick auf die Parallelitat nicht zufalliger Verteilung der lokalen Achro- 
masien, Verzerrungen und vollstandigen Fragmentationen einerseits und des Auf- 
tretens differentieller Segmente an festgelegten Orten andererseits ware es von be- 
sonderem Interesse, ob in den Chromosomen oder Zonen mit erhéhter Bereitschaft 
zu Briichen oder Bruchvorstufen gleichzeitig differentielle Segmente vorhanden 
sind. Die entsprechenden Untersuchungen sind aber an Paeonia tenuifolia noch 
nicht angestellt worden, so daB diese Frage offen bleiben muB. 

Der Nachweis, daB auBer den Centromerschiaden praktisch alle 
Gruppen von Aberrationen nicht zufallig, sondern eigengesetzlich auf 
die Chromosomen und die Zonen der langen Schenkel verteilt sind, ist 
fiir die Interpretation der Lokalisation vor allem der experimentell in- 
duzierten Briiche von besonderer Bedeutung. Sind im Rahmen der- 
artiger Untersuchungen spezielle Bruchbereitschaften bestimmter Chro- 
mosomen oder Chromosomenloci gefunden worden, lag die Annahme 
einer vorliegenden ,,spezifischen“ Wirkung des Agens auf das be- 
treffende Chromosom nahe. Es ist nach unseren Befunden aber ebenso 
damit zu rechnen, daB es sich hier um spezifische Lockerstellen hande!t, 
die von einer bestimmten Intensitét der Stérung ab ansprechen, gleich- 
giltig wodurch die Stérung gesetzt worden ist. Da wir bereits mit ver- 
schiedenen Chemikalien auf die Meiosis von Paeonia eingewirkt haben, 
wird dieses Problem im einzelnen erst erértert werden kénnen, wenn das 
Zahlenmaterial der in Frage kommenden Aberrationstypen, wie sie in 
der Anaphase von Paeonia auftreten, vollstaindig vorliegt. 


Zusammenfassung. 

1. Es werden 3122 Anaphasezellen, d.h. 31220 Chromosomen aus 
Kontrollfixierungen 1943, 1947 und 1951 der Meiosis von Paeonia tenui- 
folia auf spontane Aberrationen untersucht. 

2. An Aberrationstypen werden bei 15,9% Zellen mit Aberrationen 
beobachtet: Verzerrungen der Centromerregion (2,2%), Fehlteilung des 
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Centromers (0,4%), lokale Achromasien und Verzerrungen auf Chromo- 
somenschenkeln (2,5%), vollsténdige Fragmentation (die meisten chro- 
matidal, 2,2%), Schwesterchromatid-Rekombinationen (fast alle chro- 
mosomalen Briiche, 0,2%), Verklebungen (2,4%), totaler Zusammen- 
bruch des Chromosomengefiiges (0,3%) und bizentrische Chromatiden 
(vorwiegend Inversionsfolgen, 4,7 %). 

3. Nur die Centromerschaden sind zufallig auf die Chromosomen ver- 
teilt. Statistisch gesichert betreffen die Achromasien und vollstaéndigen 
Fragmente, ungesichert die Verklebungen vorwiegend das ST-Chromo- 
som, waihrend M, + M, verhaltnismaBig resistent sind. 

4. Von den 3 Zonen der langen Chromosomenschenkel reagiert die 
subterminale Zone besonders haufig. Die Mehrzahl der Verklebungen 
liegen terminal als persistierende Endbindungen zwischen Homologen. 

5. Bizentrische Chromatiden + Fragmente sind in den M,-+M,- 
Chromosomen besonders hiaufig, sehr selten dagegen im ST-Chromosom. 
Aus dem Zahlenmateria] wird geschlossen, da8 die Inversionen verhilt- 
nismaBig kurz sind, das Centromer nicht einschlieBen und nahe dem 
Chromosomenende lokalisiert sind. 

6. Die Zahl der Zellen mit 0, 1, 2 usw. Aberrationen folgt einer nega- 
tiven Binomialverteilung. 

7. In 3 Untersuchungsjahren ist die Gesamtzahl der Aberrationen 
statistisch nicht verschieden, jedoch die Haufigkeiten vor allem der 
Briiche bzw. Bruchvorstufen und der Verklebungen. 

8. In der Diskussion werden die Aberrationsgruppen bizentrische 
Chromatiden + Fragmente, Centromerschiadigungen, Briiche und Bruch- 
vorstufen besprochen und eine Deutung der besonderen Haufigkeit der 
Aberrationen bei Paeonia tenuifolia gegeben. 

9. Auf die Gruppe der Stérungen des Langszusammenhaltes im Chro- 
mosom einschlieBlich der Fragmentationen und Rekombinationen wird 
die friiher fiir die induzierten Chromosomenmutationen aufgestellte 
,,Lockerstellenhypothese“ ausgedehnt und damit eine einheitliche Inter- 
pretation der spontanen und induzierten Aberrationen dieser Typen 
vorgeschlagen. 
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